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DESCRIPCION
Ensayos de potencia de unién de una sustancia medicamentosa de anticuerpo a un receptor FC
Campo de la invencion

La invencion se refiere a un método de caracterizacion de un anticuerpo, cuyo método es adecuado como ensayo de
potencia para el lanzamiento por lotes de una composicién farmacéutica que comprende un anticuerpo,
especificamente para su uso cuando se solicita una autorizacion de comercializacién de dicha composicién
farmacéutica.

Antecedente de la invencion

Cuando se produce una composicién farmacéutica, no es suficiente formular la sustancia medicamentosa en un
producto medicamentoso, también es vital que el producto medicamentoso resultante se apruebe por el organismo
regulador del pais en el que se va a utilizar la composicion farmacéutica. En los Estados Unidos, el organismo
regulador adecuado es la Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA) (http://www.fda.gov/), y en Europa, es por
ejemplo la Agencia Europea de Evaluacion de Productos Medicinales (EMEA) (http://www.emea.er.int/).

El proceso de aprobacion esta intensamente regulado y los desarrolladores de farmacos necesitaran remitir una
cantidad sustancial de informacion con respecto al producto medicamentoso a las autoridades reguladoras con el fin
de obtener la aprobacion. Esto puede incluir informacion con respecto a la potencia del producto medicamentoso y
los ensayos para determinar esta potencia.

Tales ensayos de potencia sirven para caracterizar el producto, para controlar que sea constante lote a lote y para
asegurar la estabilidad del producto, y por lo tanto deberia ser lo suficientemente sensible para detectar diferencias
que puedan impactar en el mecanismo de accion y funcion del producto y por lo tanto tengan una importancia clinica
potencial. Ademas, es deseable que el ensayo de potencia tenga una relacion lo mas estrecha posible con la
supuesta actividad fisiolégica/farmacologica del producto.

Un ensayo de potencia adecuado deberia cumplir los siguientes criterios primarios:

- capacidad para medir el valor de la potencia con las especificaciones del producto.
- alta sensibilidad para la deteccién de diferencias de importancia clinica potencia.
- estrecha relacion con el mecanismo de accion y la supuesta actividad fisioldgica/farmacoldgica del producto.

Un ensayo de potencia seleccionado segun los criterios primarios deberia también cumplir los siguientes criterios
secundarios:

- variacion intra e inter-ensayo lo suficientemente baja (para obtener la precisidon necesaria para apoyar las
especificaciones del producto).

- robustez suficiente

- que sea rectificable para analisis de alto rendimiento.

El desarrollo de las técnicas para producir anticuerpos monoclonales recombinantes ha dado lugar a una cantidad
significativa de investigacion en el uso terapéutico de anticuerpos monoclonales dirigidos contra dianas de
enfermedad. Posteriormente se han aprobado para su comercializaciéon varias composiciones farmacéuticas que
comprenden anticuerpos monoclonales o estan en desarrollo clinico por todo el mundo. La utilidad terapéutica de un
anticuerpo como farmaco depende de la capacidad del anticuerpo para unirse al antigeno, pero a menudo las
actividades del anticuerpo mediadas por Fc también tienen un papel critico en el mecanismo de accién. Ademas,
aunque el efecto de algunos productos medicamentosos de anticuerpo se consigue simplemente por la union del
anticuerpo al antigeno que da como resultado por ejemplo en el bloqueo del acceso de los ligandos al antigeno, la
actuacion de ciertos productos medicamentosos de anticuerpo pueden depender ademas de funciones efectoras, tal
como por ejemplo, la union a receptores Fc y/o la induccion de la activacion del complemento.

El Zanolimumab (también denominado HuMax-CD4) es un anticuerpo monoclonal completamente humano con una
cadena pesada IgG1 y una cadena ligera de tipo Kappa (IgG1, k) que se dirige contra CD4 humano (documento
EP0854917). El Zanolimumab se fabrica en un cultivo celular de mamifero (CHO) y se purifica por cromatografia de
afinidad, intercambio idnico y exclusion por tamafio. La sustancia medicamentosa zanolimumab se formula a 20
mg/ml en una solucién salina tamponada de fosfato, pH 7,4 para dar lugar al producto medicamentoso zanolimumab
Un mecanismo del zanolimumab es mermar y/o inactivar las células T CD4+. Esto puede producirse por ejemplo por
medio de citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC), modulacion negativa de la
expresion de CD4 en la superficie de las células T, y/o interferencia con la transduccion de sefial de CD4, activacion
de células T, y proliferacion de células T. Todas estas categorias de mecanismos de accion dependen de la unién
del antigeno CD4 con el resto de union del antigeno del zanolimumab localizado en el fragmento Fc. Ademas, la
ADCC vy la regulacién negativa de CD4 necesitan la union de la regiéon Fc del zanolimumab a un rece3ptor Fc. Se ha



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2530 265 T3

identificado la induccién de ADCC como un mecanismo importante de la accién del Zanolimumab.

El Zalutumumab (también denominado HuMax-EGFr) es un anticuerpo humano dirigido contra el EGFr humano con
una cadena pesada del isotipo IgG1 y una cadena ligera de tipo kappa (IgG1, k) (documento WO02/100348). El
Zalutumumab se fabrica actualmente en un cultivo celular en suspension de mamifero (CHO), que expresa
Zalutumumab utilizando el sistema vector GS, y purificado por procedimientos de afinidad e intercambio i6nico, que
incluyen procedimientos de inactivacion virica especifica y eliminacion. El producto medicamentoso Zalutumumab
(20 mg/ml) se formula diluyendo la sustancia medicamentosa Zalutumumab (25 mg/ml) en un tampdn que contiene
50 mM de fosfato sédico, 50 mM de cloruro sédico, un 3% (p/v) de manitol, un 0,02% (p/v) de polisorbato 80 y un
0,01% (p/v) de EDTA y ajustado a un pH de 6,0.

También se observo un efecto antitumoral en ratones con una baja ocupacion de los receptores por el HuMax-EGFr,
lo cual se basa probablemente en el compromiso de mecanismos inmunitarios efectores, en particular la ADCC. Por
tanto, un mecanismo de accién de HuMax-EGFr, la ADCC, es por medio de interacciones Fc-FcR.

La potencia de los anticuerpos con la que el Fc se une al receptor Fc tiene un papel critico para el mecanismo de
accion, se media tradicionalmente por el uso de ensayos bioldgicos en los que el efecto estimado depende de la
union Fc-receptor Fc. Tales ensayos pueden incluir ADCC, induccién o inhibicion de la activacion de células T que
necesitan entrecruzamiento de anticuerpos o la induccién o inhibicién de produccién de citoquinas tal como la
produccion de interleucina 2 (IL-2). Sin embargo, tales ensayos son relativamente engorrosos, son altamente
variables debido a variaciones esperadas debido al cultivo celular o debido a que a menudo se necesitan células
primarias. En particular esto Ultimo presenta una variabilidad debido a las variaciones en el estado inmunitario del
donante, los polimorfismos de los genes que se expresan y las variaciones en la pureza del tipo celular. Tales
ensayos biolégicos por lo tanto pueden ser menos 6ptimos para los fines de lanzamiento por lotes. Existe por lo
tanto una necesidad de ensayos de potencia rapidos, eficaces y sensibles que muestren una relacién estrecha con
el mecanismo de accién y la supuesta actividad fisioldgica/farmacoldgica del producto medicamentoso de anticuerpo
para su uso en la produccion de composiciones farmacéuticas que comprenden particularmente anticuerpos en los
que el mecanismo de acciéon depende de la unién a receptores Fc.

Sumario de la invenciéon

La presente invencion proporciona un método para determinar la potencia de un producto medicamentoso que
comprende un péptido de union a un FcR, donde el péptido de unién a FcR es un anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo que contiene un resto de unién Fc y el método es un método ex vivo que comprende:

i) determinar la union de un péptido de unién a FcR de referencia estandar a un receptor Fc;

ii) determinar la union de un péptido de union a FcR del producto medicamentoso a dicho receptor Fc; y

iii) comparar la union a FcR en la etapa ii) con la unién a FcR de la etapa i) y utilizar la informacion obtenida por
la comparacioén para estimar la potencia de la sustancia medicamentosa.

donde

a) la union con el receptor Fc de la etapa ii) se determina de la misma manera que la unién con el receptor Fc de
la etapa i),

b) al menos un mecanismo de accion del péptido de unién a FcR del producto medicamentoso esta mediado por
medio de la unién del péptido de unién a FcR a un receptor Fc, y

c) donde el péptido de unién a FcR de referencia estandar y el péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso son dos preparaciones diferentes del mismo anticuerpo o fragmento de anticuerpo que contiene
un resto de unién Fc.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1: SDS-PAGE no reducido de lotes de zanolimumab. MEV001, MEV005, MRS-CD4-001, BN078 y BO118
son lotes de zanolimumab con diferencias en la glucosilacion de la cadena pesada. UNG-MRS-CD4 es un lote de
zanolimumab desglucosilado (que carece del carbohidrato que esta unido habitualmente a Asn 297 en el
anticuerpo Fc), MOCK-MRS-CD4 es un lote desglucosilado simulado, y M90-MRS-CD4 y M50-MRS-CD4 son
lotes mezclados (mezcla de lotes de referencia desglucosilados y completamente glucosilados) con un 90% de
cadenas pesadas glucosiladas y un 50% de cadenas pesadas glucosiladas respectivamente.

Figura 2: SDS-PAGE reducido de lotes de zanolimumab. MEV001, MEV004, MEV005, MRS-CD4-001, BNO78 y
BO118 son lotes de zanolimumab con diferencias en la glucosilaciéon de la cadena pesada. UNG-MRS-CD4 es
un lote de zanolimumab desglucosilado, MOCK-MRS-CD4 es un lote desglucosilado simulado, y M90-MRS-CD4
y M50-MRS-CD4 son lotes mezclados (mezcla de lotes de referencia desglucosilados y completamente
glucosilados) con un 90% de cadenas pesadas glucosiladas y un 50% de cadenas pesadas glucosiladas,
respectivamente.

Figura 3: Capacidad de los lotes de zanolimumab para inducir ADCC. Se muestra la actividad relativa (derivada
de los valores de CEsp de las curvas las curvas fijadas por abajo) de los lotes con respecto al lote MRS-CD4-001
de referencia y las medias geométricas con intervalos de confianza del 95%.
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Figura 4: Capacidad de una mezcla de lotes desglucosilados para inducir ADCC. El lote de referencia MRS-CD4-
001, un lote desglucosilado simulado MOCK-MRSCD4, y lotes mezclados (mezcla de lotes GMP#3
desglucosilados y glucosilados) M50-GMP#3-CD4 (50% GMP#3 desglucosilados), M70-GMP#3-CD4 (30%
GMP#3 desglucosilados), y M90-GMP#3 (10% GMP#3 desglucosilados). Los resultados de uno representativo
de 3 experimentos (véase también los datos de la Tabla 2) se muestran como la lisis especifica de células T
CD4+ en presencia de un intervalo de lotes (parcialmente) desglucosilados (puntos de datos unicos). Figura 4A:
El ajuste de la curva se llevd a cabo utilizando el ajuste de 4 parametros logisticos, con el inferior fijado a un valor
comun. Figura 4B: El ajuste de la curva se llevd a cabo utilizando 4 parametros logisticos que se ajustan con
limitacién en el nivel inferior, nivel superior, y pendiente. El lote de la patente es GMP#3.

Figura 5: Unién de los lotes de zanolimumab a FcyRIIlaECD176VHis unido a la placa. Se muestran las potencias
relativas con respecto al lote de referencia MRS-CD4-001 y las medias geométricas con intervalos de confianza
del 95%. MEV001, MEV005, BNO78 y BO118 son lotes de zanolimumab con diferencias en la glucosilacion de la
cadena pesada. MOCK-MRS-CD4 es un lote desglucosilado simulado, y M90-MRS-CD4 y M50-MRS-CD4 son
lotes mezclados (mezcla de lotes de referencia desglucosilados y totalmente glucosilados) con un 90% de
cadenas pesadas glucosiladas y un 50% de cadenas pesadas glucosiladas, respectivamente.

Figura 6: Union de la mezcla de lotes desglucosilados de zanolimumab a FcyRIIlaECD176VHis unido a la placa.
El lote de referencia es MRS-CD4-001, MOCK-MRS-CD4 es un lote desglucosilado simulado, M50-GMP#3-CD4,
M70-GMP#3-CD4, y M90-GMP#3 son lotes mezclados (mezcla de lote GMP#3 glucosilado y desglucosilado).
Los resultados de uno representativo de 2 experimentos (véase también los datos de la Tabla 3) se muestran
como la unién a FcyRIIlaECD176VHis en presencia de un intervalo de concentracion de los lotes (parcialmente)
desglucosilados (puntos de datos triplicados). El ajuste de la curva se llevé a cabo utilizando el ajuste de 4
parametros logisticos con limitacion en el nivel inferior, nivel superior, y pendiente. GMP#3 es el lote de la
patente.

Figura 7: Relacion entre la glucosilacion de cadena pesada de los lotes de Zanolimumab y la capacidad de union
a FcyRIIlaECD176VHis. Los lotes descritos en la Figura 6 y la Tabla 3 se clasificaron (de izquierda a derecha) de
acuerdo con su contenido en cadenas pesadas glucosiladas. Los resultados se muestran como la potencia
relativa de union al FcyRIIlaECD176VHis con respecto al lote parental GMP#3 (media + DE de experimentos n =
2).

Figura 8: Correlacion entre la capacidad de los lotes de zanolimumab para inducir ADCC y unirse a
FcyRIIlaECD176VHis. La potencia relativa de los lotes de zanolimumab para inducir ADCC descrita en la Tabla
2, y la potencia relativa de los lotes de zanolimumab para unirse a FcyRIIlaECD176VHis que se describe en la
Figura 6 y la Tabla 3 se representan en el eje x y el eje y (potencia con respecto al lote parental GMP#3). Se
indica el coeficiente de la correlacion en la representacion.

Figura 9: Union de los lotes de zanolimumab al CD4 unido a la placa. Se muestra la potencia relativa respecto al
lote de referencia MRS-CD4-001 y las medias geométricas con intervalos de confianza de 95%. MEV001,
MEV005, BNO78 y BO118 son lotes de zanolimumab con diferencias en la glucosilaciéon de cadena pesada.
UNG-MRS-CD4 es un lote de zanolimumab no glucosilado, MOCK-MRS-CD4 es un lote desglucosilado
simulado, y M90-MRS-CD4 y M50-MRS-CD4 son lotes mezclados (mezcla de lotes de referencia
desglucosilados y completamente glucosilados) con un 90% de cadenas pesadas glucosiladas y un 50% de
cadenas glucosiladas, respectivamente.

Figura 10: Union de la mezcla de lotes desglucosilados de zanolimumab a CD4 unido a la placa. El lote de
referencia MRS-CD4-001, MOCK-MRS-CD4, un lote desglucosilado simulado, y lotes mezclados (mezcla de
lotes GMP#3 desglucosilados y glucosilados) M50-GMP#3-CD4 (50% GMP#3 desglucosilados), M70-GMP#3-
CD4 (30% GMP#3 desglucosilados), y M90-GMP#3 (10% GMP#3 desglucosilados). Los resultados de uno
representativo de 2 experimentos (véase también los datos de la Tabla 4) se muestran como la uniéon a CD4 en
presencia de un intervalo de concentracion de los lotes (parcialmente) desglucosilados (puntos de datos
triplicados). El ajuste de la curva se llevé a cabo utilizando el ajuste de 4 parametros logisticos con limitacion en
el nivel inferior, el nivel superior, y la pendiente. GMP#3 es el lote de la patente.

Figura 11: Capacidad del zanolimumab para inhibir la produccién de IL-2. MEV001, MEV005, MRS-CD4-001,
BNO078 y BO118 son lotes de zanolimumab con diferencias en la glucosilacién de cadena pesada. MOCK-MRS-
CD4 es un lote desglucosilado simulado, y M90-MRS-CD4 y M50-MRS-CD4 son lotes mezclados (mezcla de
lotes de referencia desglucosilados y completamente glucosilados) con un 90% de cadenas pesadas
glucosiladas y un 50% de cadenas pesadas glucosiladas, respectivamente.

Figura 12: Exploracion de la unién con FcyRINIaECD176VHis y unién a CD4 de varios lotes de zanolimumab con
un ensayo basado en Alphascreen™. Se muestra la potencia relativa con respecto al lote de referencia MRS-
CD4-001 y las medias de intervalos de confianza del 95%. MEV005, BNO78 y BO118 son lotes de zanolimumab
con deferencias en glucosilacion de cadena pesada. UNG-MRS-CD4 es un lote de zanolimumab no glucosilado,
MOCK-MRS-CD4 es un lote desglucosilado simulado, y M90-MRS-CD4 y M50-MRS-CD4 son lotes mezclados
(mezcla de lotes de referencia desglucosilados y completamente glucosilados) con un 90% de cadenas pesadas
glucosiladas y un 50% de cadenas glucosiladas, respectivamente.

Figura 13: Capacidad del zanolimumab para unirse al FcyRI unido a células. Se muestra la potencia relativa con
respecto al lote MRS-CD4-001 y las medias geométricas con intervalos de confianza del 95%. UNG-MRS-CD4
es un lote de zanolimumab desglucosilado, MOCK-MRS-CD4 es un lote desglucosilado simulado, y M90-MRS-
CD4 y M50-MRS-CD4 son lotes mezclados (mezcla de lotes de referencia desglucosilados y completamente
glucosilados) con un 90% de cadenas pesadas glucosiladas y un 50% de cadenas glucosiladas,
respectivamente.
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Figura 14: Capacidad del zanolimumab para unirse al FcyRI unido a la placa. Se muestra la potencia relativa con
respecto al lote MRS-CD4-001 y las medias geométricas con intervalos de confianza del 95%. UNG-MRS-CD4
es un lote de zanolimumab desglucosilado, MOCK-MRS-CD4 es un lote desglucosilado simulado, y M90-MRS-
CD4 y M50-MRS-CD4 son lotes mezclados (mezcla de lotes de referencia desglucosilados y completamente
glucosilados) con un 90% de cadenas pesadas glucosiladas y un 50% de cadenas glucosiladas,
respectivamente.

Figura 15: Correlacion de la capacidad para inducir ADCC por los lotes de zanolimumab con potencias relativas
en varios ensayos. Los lotes de zanolimumab se variaron de acuerdo con el nivel de cadenas pesadas
glucosiladas presentes y se presenta la correlacion potencial con los resultados de varios ensayos indicados.
15A: ensayo ADCC (Figura 3). 15B ensayos de union a CD4 (Figura 9). 15C: ensayos de union a FcyRI (Figuras
13y 14). 15D: unién a FcyRIIlaECD176VHis (Figura 5). 15E: union a sCD4 Y FcyRIllaECD176VHis (Figura 12).
Figura 16: Comparacion de dos lotes FcyRIIlaECD176VHis derivados de CHO-K1SV en un ELISA de union con
FcyRIIlaECD176VHis unido a la placa. Se recubrié la placa con dos lotes FcyRIIlaECD176VHis diferentes (646-
005-EP y 655-015-EP) y se compard la unién de HuMax-CD4 a estos lotes.

Figura 17: Electroforesis nativa del lote FcyRIIlaECD176VHis 646-005-EP y 655-015-EP como se describe en el
Ejemplo 18.

Figura 18: Andlisis Bis-Tris Nupage reducido un 4-10% de FcyRllla176VHis desglucosilado y sin tratar. Calle 1:
FcyRIIlaECD176VHis sin tratar lote 646-005-EP; Calle 2: FcyRIlIlaECD176VHis desglucosilado lote 646-005-EP;
Calle 3: FcyRIllaECD176VHis sin tratar lote 655-015-EP; Calle 4: FcyRIllaECD176VHis desglucosilado lote 655-
015-EP. La migracion de los marcadores (kDa) se indica a la izquierda.

Figura 19: Analisis Bis-Tris Nupage reducido un 4-10% de FcyRIlla176VHis desialilado y sin tratar. Calle 1:
FcyRIIIaECD176VHis sin tratar lote 655-015-EP; Calle 2: FcyRIIlaECD176VHis desialilado lote 403-041-EP. La
migracion de los marcadores (kDa) se indica a la izquierda.

Figura 20: Electroforesis nativa de FcyRIllla176VHis desialilado y sin tratar. Calle 1: FcyRIllaECD176VHis sin
tratar lote 655-015-EP; Calle 2: FcyRIIlaECD176VHis desialilado lote 403-041-EP. La migracion de los
marcadores (kDa) se indica a la izquierda.

Figura 21: Comparacion de FcyRIIIaECD176VHis desialilado y sin tratar en un ELISA de union con
FcyRIIlaECD176VHis unido a la placa. Se recubrié la placa con FcyRIllaECD176VHis desialilado (lote 403-041-
EP) y FcyRIlIaECD176VHis sin tratar (lote 655-015-EP) a la misma concentracién y se comparé la union de
HuMax-CD4 a estos lotes.

Figura 22: Comparacion de eficacia de revestimiento de FcyRIIlaECD176VHis desialilado y sin tratar. Se cubrié
la placa con diluciones seriadas de FcyRIIlaECD176VHis desialilado y sin tratar y se detecto la unién al receptor
con un anti-CD16 de ratén.

Figura 23: Se dan las curvas de union de dos lotes de anticuerpo HuMax-EGFr a FcyRIIlaECD176VHis, revestido
directamente (A) (panel superior) o por medio de anticuerpo que captura his (anti-polihistidina) (B) (panel
inferior), (los datos son la media + DE, n = 3).

Figura 24: El zanolimumab modula negativamente la expresion de CD4 en células T CD4+. A — representacion
dosis respuesta de la expresion de CD4 llevada a cabo utilizando células T CD4+ purificadas de la sangre
incubadas con zanolimumab soluble en presencia o ausencia de monocitos incubados con o sin IFNy durante 18
horas. B — Representacion dosis respuesta de la expresion de CD4 que se lleva a cabo utilizando células CEM-
NKr CD4+ incubadas con zanolimumab soluble, fragmentos F(ab’)2 de zanolimumab o el anticuerpo control
HuMab-KLH en presencia o ausencia de células THP-1 durante 18 h. La expresién de CD4 se midi6 utilizando un
anticuerpo MT-477 anti-CD4 sin competicion.

Figura 25: Listado de secuencias:

Breve descripcion del listado de secuencias

SEC ID N° 1 - FcyRIaECDHis

SEC ID N° 2 - FcyRIllaECD176VHis
SEC ID N° 3 - FcyRIllaECD176FHis
SEC ID N° 4 - Cebador P1

SEC ID N° 5 - Cebador P2

SEC ID N° 6 - Cebador P3

SEC ID N° 7 - Cebador P4

SEC ID N° 8 - Cebador P5

SEC ID N° 9 - Cebador P6

SEC ID N° 10 - Cebador P7

SEC ID N° 11 - Cebador P8

Lista de abreviaturas

ADCC citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo
CHO Ovario de hamster chino

ELISA ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
F(ab’)2 dimero de dominio variable de un anticuerpo
Fc dominio constante de un anticuerpo
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FcR receptor Fc

FcyRla receptor Fc de inmunoglobulina gamma I-A

FcyRlaECDHis Dominio extracelular de FcyRla con una marca His6 en extremo C

FcyRllla region del receptor Fc de inmunoglobulina gamma IlI-A

FcyRIlla176V FcyRllla que tiene una Val en la posicion 176, también llamada FcyRI1158V, cuando se

FcyRIIlaECD176FHis

FcyRIIlaECD176VHis

numera a partir del inicio esperado de la proteina madura procesada

Dominio extracelular de FcyRllla con una marca His6 en el extremo C y el polimorfismo
176F

Dominio extracelular de FcyRllla con una marca His6 en el extremo C y el polimorfismo
176V

FcyRII158V véase anteriormente FcyRIlla176V

Fv variable dominio de un anticuerpo (especifico de antigeno)
IgG1, x inmunoglobulina G con cadena ligera kappa

IL interleucina

NK citolitica natural

PBMC célula(s) mononucleares de la sangre periférica

PBS solucion salina tamponada de fosfato

PBSC PBS que contiene un 2% (v/v) de suero de pollo

PBST PBS que contiene un 0.05% (v/v) de Tween-20

PBSTC PBS que contiene un 0.05% (v/v) de Tween-20 y un 2% (v/v) de suero de pollo
PMN leucocitos polimorfonucleares

RT temperatura ambiente

RZPD Deutsches Resourcenzentrum fiir Genomforschung
SDS-PAGE electroforesis en gel de poliacrilamida SDS

TNF factor de necrosis tumoral

Descripcion detallada de la invencién

Los inventores describen en el presente documento un método que es adecuado como ensayo de la potencia para
el lanzamiento por lotes de una composicion farmacéutica que comprende un péptido capaz de unirse a la regién de
unién Fc de un receptor Fc. En el contexto de la presente solicitud, tal péptido se puede denominar un “péptido de
union al receptor Fc” o “péptido de unién a FcR”.

Los inventores describen un método para determinar la potencia de un producto medicamentoso que comprende un
péptido de uniéon a FcR, donde al menos un mecanismo de accién del péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso esta mediado por la unién del péptido de unién a FcR del producto medicamentoso a un receptor
Fc, donde dicho método comprende la determinaciéon de la unién del péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso a un receptor Fc.

El término péptido en este contexto incluye cualquier péptido adecuado y se puede utilizar sinonimamente con los
términos polipéptido y proteina, a menos de que se establezca otra cosa o se contradiga por el contexto; siempre
que el lector reconozca que se puede asociar cada molécula que contiene el polimero de aminoacidos respectivo
con diferencias significativas y asi forma parte de realizaciones individuales de la presente invencién (por ejemplo,
un péptido tal como un antecuerpo, que esta compuesto de multiples cadenas de polipéptidos, es significativamente
diferente, por ejemplo, de un anticuerpo de cadena simple, una inmunoadhesina peptidica, o un péptido
inmunogénico de cadena sencilla). Por lo tanto, el término péptido en el presente documento se deberia entender en
el presente documento en general como que se refiere a cualquier péptido adecuado de cualquier tamafio que sea
adecuado y composicion (con respecto al nimero de aminoacidos y al numero de cadenas asociadas en un
molécula proteica), que son capaces de unirse a un receptor Fc. Ademas, lo péptidos en el contexto de los métodos
inventivos descritos en el presente documento pueden comprender restos de aminoacidos de origen no natural y/o
no L, a menos de que se establezca otra cosa o se contradiga por el contexto.

A menos de que se establezca otra cosa o se contradiga por el contexto, el término péptido (y si se trata como
realizaciones individuales del término(s) polipéptido y/o proteina) también engloba moléculas derivadas de péptidos.
En resumen, en el contexto de la presente invencion, un derivado es un péptido en el que uno o mas de los restos
de aminoacidos del péptidos se han modificado quimicamente (por ejemplo por alquilacion, formacién de ésteres, o
formacién de amidas) o se han asociados con uno o mas sustituyentes no aminoacidicos moleculares o atémicos
organicos y/o inorganicos (por ejemplo un grupo polietilenglicol (PEG), un sustituyente lipofilico (que se puede unir
opcionalmente a la secuencia de aminoacidos del péptido por resto espaciador o un grupo tal como B alanina, acido
y aminobutirico (GABA), acido L/D glutamico, acido succinico y similares), un fluoréforo, biotina, un radionuclido,
etc.), véase por ejemplo los documentos US 4766106, US 4179337, US 4495285 y US 4609546. Un péptido de
union a FcR también o alternativamente puede comprender restos de aminoacidos no esenciales, de origen no
natural, y/o no L, a menos de que se establezca otra cosa o se contradiga por el contexto. Ejemplos no limitantes de
tales restos de aminoacidos incluyen por ejemplo acido 2-aminoadipico, acido 3-aminoadipico, B-alanina, acido B-
aminopropiénico, acido 2-aminobutirico, acido 4-aminobutirico, acido 6-aminocaproico, acido 2-aminoheptanoico,
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acido 2- aminoisobutirico, acido 3-aminoisobutirico, acido 2-aminopimélico, acido 2,4-diaminobutirico, desmosina,
acido 2-2’-diaminopimélico, acido 2,3-diaminopropionico, N-etilglicina, N-etilasparagina, hidroxilisina, alohidroxilisina,
3-hidroxiprolina, 4-hidroxiprolina, isodesmosina, alosioleucina, N-metilglicina, N-metilisoleucina, 6-N-metillisina, N-
metilvalina, norvalina, norleucina, ornitina, y aminoacidos halogenados de estatina.

El término péptido de union a FcR en este contexto por lo tanto incluye también proteinas de fusion, que pueden
comprender cualquier secuencia o combinacion de secuencias adecuadas, que confiere la union a la region de unién
a Fc de los receptores Fc y al menos una secuencia de aminoacidos no homologa y tipicamente sustancialmente no
similar que da lugar a una funcién bioldgica detectable y/o caracteristica a la proteina de fusiéon que no se puede
atribuir solo a la secuencia especifica del receptor Fc (que puede ser por ejemplo un anticuerpo como se describe en
el presente documento), tal como por ejemplo, el aumento de la semivida in vivo, fluorescencia, adicion de una
marca epitopo, aumento de direccidon a un tipo particular de células, etc. Las secuencias funcionales de tales
proteinas de fusion se pueden separar por enlazadores flexibles. Las secuencias secundarias también se pueden
derivar de péptidos citotoxicos o apoptéticos. Las secuencias secundarias también pueden dar lugar a propiedades
diagnésticas. Ejemplos de tales secuencias incluyen las que se derivan de las enzimas que se visualizan facilmente
tales como la peroxidasa del rabano rusticano.

Un péptido de unién a FcR también cubre un péptido capaz de unirse a la parte de uniéon Fc de un receptor Fc, en
que el péptido se conjuga con resto terapéutico. Por ejemplo, tal resto terapéutico podria ser una citotoxina, un
farmaco quimioterapico, un inmunosupresor, o un radioisétopo. El resto terapéutico no tiene que considerarse como
que se limita a agentes terapéuticos quimicos clasicos, pero incluye también una proteina o polipéptido que posee
una actividad biologica deseada. Tales proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina enzimaticamente activa, o
un fragmento activo de la misma, tales como abrina, ricino A. exotoxina de pseudomonas, o toxina diftérica; una
proteina tal como un factor de necrosis tumoral o interferén-y; o modificadores de la respuesta bioldgica tales como,
por ejemplo, linfoquinas, interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL-6), factor estimulante de
colonias de macréfagos granulocitos (GM-CSF), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF), u otros
factores de crecimiento y proteinas inductoras de apoptosis aisladas de las mitocondrias. Puede ser también un
agente activo en la superficie celular, tal como enzimas fosfolipasa, por ejemplo, fosfolipasa C.

Un péptido de unién a FcR también cubre un péptido de unién FcR conjugado por ejemplo a un radiois6topo, un
radiontclido, una enzima(tal como por ejemplo una enzima util para la deteccion, tal como peroxidasa de rabano
rusticano, pB-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina, glucosa oxidasa, y similares), un sustrato enzimatico, un
cofactor, un marcador fluorescente (tal como por ejemplo fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
cloruro de 5-dimetilamina-1-naftalenosulfonilo, fosforos lantanidos, y similares asi como un marcador 125EU, un
marcador isotiocianato, un marcador ficoeritrina, un marcador ficocianina, un marcador aloficocianina, un marcador
o-ftaldehido, o un marcador fluorescamina o similares), un marcador quimioluminiscente (tal como por ejemplo,
marcadores luminicos, marcadores isoluminicos, marcadores de éster de acridinio aromatico, marcadores de
imidazol, marcadores de sal de acridinio, marcadores de éster de oxalato, marcadores de luciferina, marcadores de
luciferasa, marcadores de ecuorina, y similares), un péptido marcador (tal como por ejemplo, epitopos polipeptidicos
predeterminados reconocidos por un indicador secundario, tal como secuencias pares de cremallera de leucina,
sitios de unién para anticuerpos secundarios, dominios de unién a metales, marcadores epitopos, etc.); una particula
magnética, acidos nucleicos o moléculas asociadas a acidos nucleicos (tales como una ribonucleasa citotoxica, un
acido nucleico antisentido, una molécula inhibidora de ARN (por ejemplo una molécula ARNSsi), un aptamero, una
ribozima, una molécula formadora de triplex una secuencia guia externa, un acido nucleico inmunoestimulante, un
casete de expresion que codifica la expresion de por ejemplo un gen supresor tumoral, una vacuna anti-cancer, una
citoquina anti-cancer, un agente apoptético o una o mas proteinas citotdxicas), nucleasas, hormonas,
inmunomoduladores, quelantes, compuesto de boro, agentes fotoactivos, colorantes y similares.

Un péptido de unién a FcR también cubre un péptido de unién a FcR que comprende uno o mas aminoacidos
radiomarcadores, o moléculas marcadas con espin que se proporcionan. E!';emplos no limitantes de radiomarcadores
para polipéptidos incluyen, pero no se limitan a estos 3H, 14C, ! N, 35S, QOY, “Tc 125I, 131I, y 86Re.

Un péptido de union a FcR también cubre derivados de péptidos de union a FcR entrecruzados. Por ejemplo, tal
derivado entrecruzado se puede producir por entrecruzamiento de dos o mas anticuerpos, al menos uno de los
cuales es capaz de unirse a la region de unién Fc de un receptor Fc (del mismo tipo o de diferentes tipos, por
ejemplo, para crear anticuerpos biespecificos).

Los métodos de la presente invencion también se puede utilizar para determinar la potencia si el péptido imita al
capaz de unirse a la region de unién a Fc de los receptores Fc. Por lo tanto también estos se incluyen en el término
péptidos de unién a FcR.

Un producto medicamentoso es una composicion que comprende el farmaco de interés terapéutico, cuya
composicion se va a administrar a pacientes que tienen necesidad del farmaco. En una realizacion, el producto
medicamentoso es un producto medicamentoso que comprende un anticuerpo, tal como un farmaco de anticuerpo
producido de forma recombinante. En el caso de un farmaco de anticuerpo recombinante, el producto
medicamentosos de anticuerpo se produce se produce produciendo primero el anticuerpo en una células huésped
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generada por fusion celular de técnicas de ADN recombinantes, seguido por recoleccion, purificacion y formulacion
del anticuerpo que da como resultado el producto medicamentoso. La seleccion del tipo celular para la produccion
de anticuerpos, la co-transfeccién de enzimas modificadas tal como las carbohidrato transferasas, y las diferencias
del cultivo y/o las condiciones del proceso pueden afectar la potencia del anticuerpo resultante como se conoce bien
en la técnica. Al igual que la produccion de un péptido producido de manera recombinante. Los métodos para
recoleccion purificacion y formulacion de anticuerpos recombinantes se conocen en la técnica y pueden incluir una o
mas etapas por ejemplo, de clarificacion, concentracion, filtracion y cromatografia (tal como por ejemplo
cromatografia de exclusiéon por tamafo e intercambio iénico). El producto medicamentoso, puede tener ademas del
farmaco, cualquier numero de componentes, que se pueden afadir por ejemplo durante el proceso de purificacion,
cuyos componentes deberian ser aceptables para el uso farmacéutico, tales como vehiculos, diluyentes, adyuvantes
y excipientes. Ejemplos de vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables asi como otros adyuvantes y
excipientes conocidos se conocen bien en la técnica y pueden ser tales como los que se desvelan en Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, 192 Edicion, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1995.

El término anticuerpo en el contexto de la presente invencién se refiere a una molécula de inmunoglobulina, un
fragmento de una molécula de inmunoglobulina, o un derivado de cualquiera de las mismas, que tiene la capacidad
de unirse especificamente a un antigeno bajo condiciones fisioldgicas tipicas durante periodos de tiempo
significativos tal como una semivida de la menos aproximadamente 30 minutos, al menos aproximadamente 45
minutos, al menos aproximadamente una hora, al menos aproximadamente dos horas, al menos aproximadamente
cuatro horas, al menos aproximadamente 8 horas, al menos aproximadamente 12 horas, aproximadamente 24 horas
0 mas, aproximadamente 48 horas o mas, aproximadamente 3, 4, 5, 6, 7 o mas dias, etc., o cualquier otro periodo
definido como funcionalmente relevante (tal como el tiempo suficiente para inducir, promocionar, aumentar, y/o
modular una respuesta fisioldgica asociada con la unién del anticuerpo al antigeno). Y la capacidad de unirse a
receptores Fc.

El término inmunoglobulina se refiere a una clase de glucoproteinas estructuralmente relacionadas que consisten en
dos pares de cadenas polipeptidicas, un par de cadenas ligeras (L) de bajo peso molecular y un par de cadenas
pesadas (H), tipicamente las cuatro se interconectan por puentes disulfuro. La estructura de las inmunoglobulinas se
ha caracterizado bien. Véase por ejemplo, Fundamental Immunology Ch. 7 (Paul, W., ed., 2nd ed. Raven Press,
N.Y. (1989)). En resumen, cada cadena pesada tipicamente estd compuesta por una region variable de cadena
pesada (abreviado en el presente documento como V) y una region constante de cadena pesada. La region
constante de la cadena pesada esta compuesta tipicamente por tres dominios Cx1, Ch2, y Cx3. Cada cadena ligera
esta compuesta tipicamente por una region variable de cadena ligera (abreviado en el presente documento como V)
y una region constante de cadena ligera. La region constante de cadena ligera esta compuesta tipicamente por un
dominio, C.. Las regiones V4 y V. se pueden subdividir ademas en regiones de hipervariabilidad (o regiones
hipervariables que pueden ser hipervariables en la secuencia y/o formar bucles definidos estructuralmente), también
llamadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas con regiones que estan mas
conservadas, llamadas regiones marco conservadas (FR).

Cada Vu y V. esta compuesta tipicamente por tres CDR y cuatro FR, que se disponen a partir del extremo amino al
extremo carboxilo en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4 (véase también Chothia y Lesk
J. Mol. Biol. 196, 901-917 (1987)). Tipicamente, la numeracion de restos de aminoacidos en esta region se lleva a
cabo segun el método escrito en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 52 Ed. Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD. (1991) (frases tales como numeracion de resto de dominio
variable como en Kabat o de acuerdo con Kabat en el presente documento se refiere a este sistema de numeracién
para los dominios variables de cadena pesada o dominios variables de cadena ligera). Utilizando este sistema de
numeracion, la secuencia de aminoacidos lineal actual de un péptido puede contener menos o aminoacidos
adicionales que corresponden a un acortamiento, o una insercién en una FR o CDR del dominio variable. Por
ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede incluir una insercion de aminoacido Unica (resto 52a segun
Kabat) tras el resto 52 de Vi de CDR2 vy restos insertados (por ejemplo restos 82a, 82b, y 82c, etc. segun Kabat)
tras el resto 82 de la FR de la cadena pesada. La numeracién de Kabat de los restos se puede determinar para un
anticuerpo determinado por el alineamiento de regiones de homologia de la secuencia del anticuerpo con una
secuencia “estandar” numerada segun Kabat.

En un anticuerpo, las regiones variables de las cadenas pesada y ligera de la molécula de inmunoglobulina
contienen un dominio de unién que interactda con un antigeno (el fragmento Fv). Las regiones constantes de los
anticuerpos (Abs) pueden mediar en la union de la inmunoglobulina a tejidos huésped o factores, incluyendo varias
células del sistema inmunitario (tales como células efectoras) por medio de los receptores Fc y el primer
componente (Clq) del sistema clasico del complemento.

Un anticuerpo para su uso en la presente invencion puede ser un anticuerpo biespecifico o una molécula similar.
Ademas, los anticuerpo biespecificos y similares se pueden unir a cualquier diana adecuada ademas de a una parte
del antigeno original siempre que mantengan una parte de unirse a un receptor Fc.

Como se ha indicado anteriormente, el término anticuerpo en el presente documento, a menos de que se establezca
otra cosa o se contradiga claramente por el contexto, incluye fragmentos, derivados, variantes (incluyendo variantes
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de eliminacion) de un anticuerpo que mantiene la capacidad de unirse especificamente a un antigeno y a un
receptor Fc. Ademas, aunque los dos dominios del fragmento Fv, V4 y V|, estan codificados por genes separados,
se pueden unir, utilizando métodos recombinantes, por un enlazador sintético que los capacita para producir una
sola cadena proteica en la que el par de regiones Vy y V. forman moléculas monovalentes (conocido como
anticuerpos de cadena sencilla o cadena Fv sencilla (scFv), véase por ejemplo Bird et al., Science 242, 423-426
(1988) y Huston et al., PNAS USA 85, 5879-5883 (1988)). Tales anticuerpos de cadena sencilla estan englobados
en el término anticuerpo a no ser que se sefiale otra cosa o se indique claramente por el contexto. Otras formas de
anticuerpos de cadena sencilla, tales como las moléculas descritas en el documento WO2005037989, se incluyen en
el término anticuerpo. Aunque tales fragmentos estan incluidos en general en el significado de anticuerpo, son
representaciones Unicas colectivamente y cada una independientemente de la presente invencidon, mostrando
propiedades bioldgicas y utilidades diferentes.

También se deberia entender que el término anticuerpo también incluye en general los anticuerpos policlonales,
anticuerpos monoclonales, tales como anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y anticuerpos humanos asi
como polipéptidos tipo anticuerpo. Un anticuerpo puede ser de un isotipo especifico en referencia a la clase de
inmunoglobulina que se codifica por los genes de la region constante de la cadena pesada, por ejemplo IgG1, IgG2,
IgG3, IgG4, IgD, IgA, IgE, o IgM. Cada isotipo tiene una secuencia de aminoacidos Unica y posee un grupo uUnico de
epitopos de isotipo que distingue unos de otros.

Un efecto terapéutico de un anticuerpo se consigue por la unidn de la region hipervariable del anticuerpo al antigeno
y la union de la regién Fc del anticuerpo a un receptor Fc. Un péptido terapéutico también puede proporcionar su
efecto terapéutico por medio de la unién a un receptor Fc.

Los receptores Fc pertenecen a una familia de receptores especificos de ciertos aminoacidos de la region constante
de las inmunoglobulinas. Su expresion en células individuales depende del tipo de receptor. Se han descrito los
receptores de casi todas las clases de inmunoglobulinas. Estos se designan como FcyR (para la clase 1gG), FcaR
(para la clase IgA) y FceR (para la clase IgE). Se han identificado mdltiples FcyR que se diferencian en su afinidad
para unirse a IgG y la afinidad relativa para unirse a isotipos IgG; para mas informacion sobre los receptores FcyR,
véase por favor van Sorge NM et al., Tissue Antigens. 61(3), 189-202 (2003). Los receptores Fc para su uso en la
presente invencion pueden ser receptores de longitud completa o fragmentos de los mismos cuyos fragmentos
mantengan la capacidad de unirse a una regién Fc, por ejemplo el dominio extracelular. Un receptor Fc para su uso
en la presente invencién también puede ser un receptor Fc de tipo silvestre de cualquier alotipo o una variante
mutante del mismo, cuya funcién se correlaciona con la funcién de un receptor Fc, al que se une el péptido de uniéon
a FcR in vivo. Un receptor Fc para su uso en la presente invencion también puede ser un péptido, que no es un
receptor de origen natural (o un fragmento o derivado del mismo), cuyo péptido es capaz de unirse a la region de
union a FcR d la parte Fc de un anticuerpo y donde la unién del péptido de unién a FcR al péptido de unién a FcR se
correlaciona con la funcién de un receptor Fc, al que se une el péptido de unién a FcR in vivo.

Los receptores Fc para su uso en la presente invencion pueden producirse, por ejemplo, por expresion transitoria en
células huésped, como se describe en la seccion de ejemplos, o se puede producir en lineas celulares transfectadas
establemente o de cualquier otra manera que se conoce en la técnica. También pueden estar presentes en la
superficie de una célula, tal como una célula eucariota, por ejemplo una célula de levadura, o una célula de
mamifero, transfectadas con un acido nucleico que hace posible la expresion de un receptor Fc que comprende un
dominio transmembrana. La expresion “célula huésped” (o “célula huésped” recombinante), como se utiliza en el
presente documento, pretende que se refiera a una células en la que se ha introducido un vector de expresion
recombinante. Se deberia entender que se pretende que tales términos se refieran no solo al sujeto celular particular
sino a la progenie de tal célula. Debido a que se pueden producir ciertas modificaciones en las generaciones
siguientes debido a mutaciones o a influencias ambientales, tal progenie puede no ser, de hecho , ser idéntica a la
célula parental, pero se incluyen en el ambito de la expresiéon “célula huésped” como se utiliza en el presente
documento. Las células huésped recombinantes, por ejemplo, transfectomas, tales como las células CHO, células
NS/0, y células linfociticas.

Como se muestra en el presente documento, hay una fuerte correlacion entre la capacidad de un producto
medicamentoso que contiene un péptido, que depende de su mecanismo de accién del reclutamiento de células que
expresan el receptor Fc, para unirse a un receptor Fc, y el efecto terapéutico del producto medicamentosos peptidico
cuando se administra a un paciente que tiene necesidad del mismo.

La potencia de un producto medicamentoso es una medida de la actividad en un ensayo especifico con respecto a la
actividad de una referencia estandar del producto medicamentoso cuya eficacia terapéutica se ha podido evaluar.
Para péptidos, tales como los anticuerpos, entre ellos los que actian uniéndose a un receptor Fc, un método de
acuerdo con la presente invencion es adecuado para su uso en la determinacion de la potencia del producto
medicamentoso peptidico en la unién del péptido al receptor Fc es una indicacion directa de un mecanismo de
accion del péptido. El uso de un método de acuerdo con la invencion posibilita de esta forma la determinacién de la
potencia de un péptido de unién a FcR sin el uso de bioensayos engorrosos, tales como la determinacion de la
produccién de IL-2 o la induccién de ADCC, donde la determinacién de la potencia depende de las mediciones de
los efectos de la unidn del péptido de union a FcR al receptor Fc en un ensayo basado en células, mientras que el
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uso de un método de acuerdo con la presente invencion posibilita la determinacién de la potencia simplemente
midiendo la unién del péptido de unién a FcR al receptor Fc.

La presente invencion proporciona un método para determinar la potencia de un producto medicamentoso que
comprende un péptido de union a un FcR, donde el péptido de unién a FcR es un anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo que contiene un resto de union Fc cuyo método comprende:

i) determinar la union de un péptido de union a FcR de referencia estandar a un receptor Fc;

ii) determinar la union de un péptido de union a FcR del producto medicamentoso a dicho receptor Fc; y

iii) comparar la unién a FcR en la etapa ii) con la unién a FcR de la etapa i) y utilizar la informacion obtenida por
la comparacioén para estimar la potencia de la sustancia medicamentosa.

donde

a) la union con el receptor Fc de la etapa ii) se determina de la misma manera que la unién con el receptor Fc de
la etapa i),

b) al menos un mecanismo de accion del péptido de unién a FcR del producto medicamentoso esta mediado por
medio de la unién del péptido de unién a FcR a un receptor Fc, y

c) donde el péptido de unidon a FcR de referencia estandar y el péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso son dos preparaciones diferentes del mismo anticuerpo o fragmento de anticuerpo que contiene
un resto de unién Fc.

Este método es util para analizar diferentes lotes a partir por ejemplo de la produccion de un péptido de unién a FcR
determinado. La unién del péptido de unién a FcR del producto medicamentoso a | receptor Fc se compara con la
union de un péptido de unidon a FcR de referencia estandar al receptor Fc, y se evalua la eficacia terapéutica del
péptido de unién a FcR del producto medicamentoso en cuanto a su capacidad de unirse al receptor Fc en el mismo
o sustancialmente el mismo grado que el péptido de unién a FcR de referencia estandar. La potencia del péptido de
union a FcR de referencia estandar se puede establecer también por ejemplo, por medio del uso de otros métodos
tales como métodos basados en células o de inhibicién de la produccion de IL-2 para establecer que el péptido de
unién a FcR de referencia estandar tiene ademas la actividad terapéutica deseada. De acuerdo con la presente
invencion, el perfil de unién a FcR del péptido de unién a Fc de referencia estandar es un indicador adecuado de la
potencia del péptido de union a FcR de referencia estandar y cualquier péptido de unién a FcR que muestre el
mismo o sustancialmente el mismo perfil de uniéon a FcR que el péptido de unién a FcR de referencia estandar se
considera que tiene la misma o sustancialmente la misma actividad terapéutica que el péptido de unién a FcR de
referencia estandar. Se puede establecer la diferencia entre el grado del perfil de union a FcR del péptido de unién a
FcR del producto medicamentosos y el perfil de unién a FcR del péptido de unién FcR de referencia estandar en una
base caso a caso y se puede determinar por ejemplo en cooperacion con el organismo regulador apropiado.

Para ser capaces de determinar la unién a FcR de una manera fiable y constante, la uniéon a FcR del péptido de
union a FcR del producto medicamentoso y el péptido de unién a FcR de referencia estandar se deberia llevar a
cabo utilizando el mismo ensayo, por ejemplo, ensayos como se ha descrito en cualquier parte del presente
documento. La determinacién de la unién del péptido de unién a FcR de referencia estandar se llevara a cabo
tipicamente primero para establecer una referencia que sirva para comparar cualquiera de los lotes siguientes del
péptido de unién a FcR. Sin embargo, la determinacion de la union del péptido de union Fc de referencia estandar
también se puede llevar a cabo al mismo tiempo o después de la determinacién de la unién a Fc del péptido de
unioén a FcR del producto medicamentoso.

La presente invencién también proporciona un método para producir una composicién farmacéutica que comprende
un péptido de unién a FcR, cuyo método comprende:

a) la produccion de un producto medicamentoso que comprende dicho péptido de unién a FcR;

b) someter dicho producto medicamentoso a un método como se ha descrito anteriormente para determinar la
potencia de un producto medicamentosos que comprende un péptido de unién a FcR; y

c) utilizar la informacion obtenida en la etapa b) como parte de una evaluacion de si el producto medicamentoso
se puede utilizar como una composicion farmacéutica.

La produccién del producto medicamentoso se puede llevar a a cabo de cualquier manera que se desee y/o
adecuada para el producto medicamentoso y/o péptido en cuestidon. El producto medicamentoso entonces se
deberia someter a un método para ensayar la union del péptido del producto medicamentoso a un receptor Fc. El
resultado de dicho método deberia tomarse entonces como indicador de si el producto medicamentoso se puede
utilizar como una composicion farmacéutica, es decir, si el producto medicamentoso cumple los criterios para
inyectarse en un paciente de acuerdo con las autoridades reguladoras en un pais, en el que puede tener lugar una
inyeccion del producto medicamentoso.

La presente invencion también proporciona un método como se ha descrito anteriormente, donde dicho método es
parte de una solicitud para la autorizaciéon de comercializacién para vender dicho producto medicamentoso como
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una composicion farmacéutica.

La presente invencion también proporciona un método para solicitar una autorizacion de comercializacién de un
producto medicamentoso que comprende un péptido de union a FcR, cuyo método comprende la descripcion de un
método como se ha descrito anteriormente para la determinacién de la potencia del péptido de unién a FcR del
producto medicamentoso.

En una realizacién, el método de acuerdo con la presente invencién para la determinacion de la potencia de un
producto medicamentoso que comprende un péptido de unidon a FcR se utiliza como ensayo de potencia para el
lanzamiento por lotes.

Cualquier produccién continua de los productos medicamentosos dara como resultado la produccion de lotes
diferentes del producto que se va a lanzar como producto farmacéutico. Una caracteristica clave de la produccién es
asegurarse que los lotes diferentes cumplen la misma referencia. Esta referencia se establece en cooperacion con
los 6rganos reguladores. Tipicamente, cada lote se ensayara y se examinara por varios ensayos diferentes para
asegurarse de que el lote tiene la calidad suficiente para aprobarse para el mercado. Uno de tales ensayos puede
ser, y a menudo es, un ensayo de potencia para determinar que el producto medicamentoso tiene la potencia
necesaria. En el caso de productos medicamentosos que comprende péptidos recombinantes, tales como
anticuerpos recombinantes, tal potencia depende a menudo de la calidad del péptido producido recombinantemente.
En el caso de anticuerpos que tienen su efecto mediado por la unién de un receptor Fc, la calidad del anticuerpo a
este respecto a menudo depende de la glucosilacién de la parte Fc del anticuerpo. Sin embargo, la determinacién de
la glucosilacion de la parte Fc del anticuerpo, y otros métodos conocidos de determinacion de la potencia, tales
como los métodos para medir la capacidad del producto medicamentoso para iniciar la ADCC o medir la inhibiciéon
de la transduccion de sefial de células T (por ejemplo, medicién de regulacién positiva o marcadores de activacion
y/o proliferacion y produccion de factores autocrinos) directa o indirectamente son a menudo engorrosos o varian
como para usarlos eficaz y fiablemente en un proceso de produccion. Sin embargo, como se ha descrito en
cualquier parte del presente documento, un método de acuerdo con la presente invencién es adecuado para su uso
en la determinacion de la potencia del producto medicamentoso y por lo tanto es un ensayo adecuado para su uso
en un ensayo de potencia para lanzamiento por lotes.

En una realizacion, la unién del péptido de unién a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un método que
comprende

(i) poner una muestra del producto medicamentoso del producto medicamentoso en contacto con un receptor Fc
durante un periodo de tiempo suficiente para permitir al péptido de unién a FcR que se una al receptor Fc, y
(ii) detectar la cantidad de péptido de union a FcR unido al receptor Fc.

En una realizacién mas, la deteccion se lleva a cabo por el uso de un anticuerpo de deteccion dirigido contra el
péptido de unién a FcR. En una realizacién mas, el anticuerpo de deteccién es un anticuerpo marcado.

En una realizacion, la unién del péptido de unién a FcR, tal como un anticuerpo, al receptor Fc se determina con el
uso de un ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas); véase por ejemplo Margulies D.H. 199. Induction
of immune responses. En Current Protocols in Immunology (Coligan, J.E., Kruisbeek, A.M., Margulies, D.H.,
Shevach, E.M., Strober, W., eds. pp 2.1.2-2.1.20 John Wiley & Sons, New York).

En una realizacion, la unién del péptido de unién a FcR, tal como un anticuerpo, al receptor Fc se determina por el
uso de un ensayo AlphaScreen™. En resumen, se utilizan perlas receptoras para inmovilizar la proteina FcR, las
perlas donantes se revestiran con el antigeno de interés (por ejemplo sCD4). Se pueden utilizar diferentes sistemas
de revestimiento y se pueden intercambiar la perlas receptoras y donantes. Las perlas receptoras y donantes se
aproximaran (aproximadamente < 200 nm) como resultado de la unién bioldgica del anticuerpo de ensayo a un
receptor Fc y al antigeno. Tras la excitacién a 680 nm, un fotosensibilizador en | perla donante convertira el oxigeno
ambiente en estado singlete. Las moléculas de oxigeno singlete se difunden a través para reaccionar con el
derivado tioxeno en la perla receptora dando como resultado quimioluminiscencia. Esta quimioluminiscencia activara
los fluoréforos de la perla receptora que producira una emision de Iluz a 520-620 nm
(http://www.perkinelmer.co.jp/tech/tecn Is/protocol collection/asc-001.pdf).

En una realizacion, la union de péptido de unién a FcR, tal como un anticuerpo, al receptor Fc se determina por el
uso de una radioinmunoensayo (Cooper, H.M., y Paterson, Y. Determination of the specific antibody titer. In Current
Protocols in Molecular Biology (Ausubel, F.M., Brent, R., Kingston, R.E., Moore, D.D., Seidman, J.G., Smith, J.A, y
Struhl, K, eds.) pp11.17.1-11.17.13 John Wiley & Sons, New York, 1993).

En una realizacion, la unién del péptido de unién FcR, tal como un anticuerpo, al receptor Fc se determina por un
ensayo BlAcore. El BlAcore funciona por el principio de resonancia de plasmones de superficie (SPR), que permite
las mediciones de los cambios en el indice de refraccidon en una superficie. En resumen, un interactuante (el ligando
por ejemplo un receptor Fc) se inmoviliza en la superficie de un chip sensor. Una solucién que contiene el
compafiero(s) de unién (el anticuerpo del producto medicamentoso) se pasa sobre la superficie inmovilizada, y se
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visualiza la unién como un cambio en el indice de refraccion en la superficie (unidades de respuesta (RU)) con el
tiempo (D.G. Myszka y R.L. Rich, Implementing surface plasmon resonance biosensors in drug discovery, Pharm.
Sci. Technol. Today 3, 310-317 (2000). En una realizacion, la uniéon del péptido de unién a FcR tal como un
anticuerpo, al receptor Fc se determina por un biosensor acustico tal como el Akubio (para mas informacion:
www.akubio.com/).

En una realizacion, la unién del péptido de unién a FcR, tal como un anticuerpo, al receptor Fc se determina por el
uso de un FMAT, por ejemplo, FLISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a fluorescente). En resumen, se utilizan
perlas para inmovilizar la proteina FcR (por ejemplo, perlas de estreptavidina con FcR biotinilado), se afade el
anticuerpo, y se detecta con anti-IgG unido a Cy5, que se leera por FMAT. Se pueden utilizar distintos sistemas de
revestimiento y deteccion (Miraglia, S. et al, J Biomol Screen. 4, 193-204 (1999).

En una realizacion, la union del péptido de unién a FcR, tal como un anticuerpo, al receptor Fc se determina
utilizando un DELFIA. En resumen, en el ensayo DELFIA, también conocido como inmunoensayo de fluorescencia
resuelta en el tiempo, se captura el anticuerpo (por ejemplo utilizando una IgG anti-humana) en una placa microtiter,
y se mide la union de FcR afiadiendo FcR biotinilado, que se detecta por ejemplo con estreptavidina marcada con
Eu (europio). Se emplea una solucién de aumento en una etapa de aumento antes del recuento en el Fluorémetro
Delfia, por ejemplo un aparato VICTOR. El aparato VICTOR opera con una amplia matriz de tecnologias incluyendo
fluorescencia, luminiscencia, fluorescencia resuelta en el tiempo, fluorescencia de polarizacion y absorbancia de UV
necesarias para la cuantificacion directa de proteina. Se pueden utilizar muchas opciones y combinaciones. El
VICTORS es un lector de microplacas multimarcador para la deteccién cuantitativa demarcadores emisores de luz o
absorbentes de luz para ensayos celulares y microbioldgicos, estudios de union y ensayos DELFIA (http://www.gmi-
inc.com/BioTechLabMlIallac% 20Delfia%201234%20FIluorometer.htm).

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un anticuerpo, es inducir la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo
(ADCC). La ADCC es una respuesta inmunitaria en la que los péptidos de unién a FcR, tales como anticuerpos, por
revestimiento de células diana, las hacen vulnerables a la induccién de lisis por las células inmunitarias, incluyendo
pero sin limitarse a células NK, PMN o monocitos/macrofagos.

En una realizacion de la presente invenciéon, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un anticuerpo, induce la modulacién negativa de los receptores diana por medio, por
ejemplo, por internalizacién, separacion, proteccion u otras formas de cambiar la distribucion de receptores dela
superficie celular que tiene influencia en el entrecruzamiento de FcR.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un anticuerpo, estd mediado por el reclutamiento de células citoliticas naturales. Las
células citoliticas naturales (células NK) son células que pueden reaccionar con y destruir otra célula sin una
sensibilizacion anterior y puede no tener bajo ciertas circunstancias que reconocer un antigeno especifico. Sin
embargo, las células NK se pueden también activar para inducir ADCC por una region Fc de anticuerpo por cuya
region de unién al antigeno se une a un antigeno en la célula diana.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibiético, esta mediado por la inducciéon de ADCC a través de células NK.

En una realizacién de la presente invencién, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido
de union a FcR del producto medicamentoso, tal como un anticuerpo, se expresa en las células NK.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibiético, esta mediado por el reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares (PMN).

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibiético, esta mediado por induccién de ADCC por medio de PMN.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibiético, esta mediado por por la induccién de desgranulacion de PMN.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibidtico, esta mediado por la induccion de fagocitosis por medio de PMN.

En una realizacién de la presente invencién, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido
de union a FcR del producto medicamentoso, tal como un anticuerpo, se expresa en los PMN.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibiético, es inducir la agregacion plaquetaria.
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En una realizacién de la presente invencién, un mecanismo de accién del péptido de unién a FcR esta mediado por
el reclutamiento de plaquetas.

En una realizacién de la presente invencién, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido
de union a FcR del producto medicamentoso, tal como un anticuerpo, se expresa en las plaquetas.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibiético, es inducir la produccién de citoquinas.

En una realizacién, una actividad terapéutica del péptido de uniéon a FcR del producto medicamentoso, tal como un
anticuerpo, estd mediado por el reclutamiento de células citoliticas naturales y/o células T.

En una realizacién de la presente invencién, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido
de unioén a FcR del producto medicamentoso, tal como un anticuerpo, se expresa en células citoliticas naturales y/o
células T.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibidtico, es inducir el aclaramiento de complejos inmunitarios.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibiético, esta medido por el reclutamiento de monocitos o macréfagos.

En una realizacién de la presente invencién, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido
de union a FcR del producto medicamentoso, tal como un anticuerpo, se expresa en monocitos o macréfagos.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibiético, es inducir la regulacion negativa de las respuestas de anticuerpos.

En una realizacién, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto medicamentoso, tal como un
antibidtico, esta mediada por el reclutamiento de células B.

En una realizacion, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de union a FcR del
producto medicamentoso, tal como un anticuerpo, se expresa en las células B.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibiético, es inducir la inhibicion de la funcion efectora de macréfagos y monocitos.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibidtico, esta medido por el reclutamiento de monocitos y/o macréfagos.

En una realizacion, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de union a FcR del
producto medicamentoso, tal como un anticuerpo, se expresa en monocitos y/o macréfagos.

En una realizacion de la presente invenciéon, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibidtico, esta mediado por la induccion de ADCC por monocitos y/o macréfagos.

En una realizacion, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de uniéon a FcR, se
expresa en monocitos y/o macréfagos.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibiético, es inducir la fagocitosis.

En una realizacién, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto medicamentoso, tal como un
antibidtico, esta mediado por el reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares, macréfagos y/o células dendriticas.

En una realizacion, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de union a FcR del
producto medicamentoso, tal como un anticuerpo, se expresa en leucocitos polimorfonucleares, macréfagos y/o
células dendriticas.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibidtico, estd mediado por la induccién de leucocitos polimorfonucleares,
macrofagos y/o células dendriticas.

En una realizacion, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de union a FcR del
producto medicamentoso, tal como un anticuerpo, se expresa en monocitos 0 macréfagos.
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En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibiético, es inducir entrecruzamiento.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibidtico, esta mediado por entrecruzamiento de células y/o anticuerpos.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibiético, es inducir una sefalizacién positiva por medio de un motivo de activaciéon
del inmunorreceptor basado en la tirosina.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibidtico, estd mediado por el reclutamiento de células mieloides, células T y/o
plaquetas.

En una realizacién de la presente invencion, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido
de unién a FcR del producto medicamentoso, tal como un anticuerpo, se expresa en las células mieloides, células T
y/o plaquetas.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibidtico, es inducir la sefializacion positiva por medio de cadenas v, 8, & comunes.

En una realizacion de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibidtico, estd mediado por el reclutamiento de células mieloides, leucocitos
polimorfonucleares, células citoliticas naturales o células T.

En una realizacién de la presente invencién, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido
de union a FcR del producto medicamentoso, tal como un anticuerpo, se expresa en las células mieloides, leucocitos
polimorfonucleares, células citoliticas naturales o células T.

En una realizacion de la presente invenciéon, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibidtico, es inducir la sefializacion negativa por medio de un motivo de inhibicién del
inmunorreceptor basado en tirosina.

En una realizaciéon de la presente invencion, un mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR del producto
medicamentoso, tal como un antibidtico, esta mediado por el reclutamiento de células B, macréfagos y/o monocitos.

En una realizacion, al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de union a FcR del
producto medicamentoso, tal como un anticuerpo, se expresa en las células B, macréfagos y/o monocitos.

En una realizacion, el receptor Fc es un receptor FcyRla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una regiéon Fc, por ejemplo el dominio extracelular. El receptor FcyRla se expresa
constitutivamente en las células del sistema reticuloendotelial y en los fagocitos mononucleares, incluyendo
monocitos, macrofagos y células dendriticas y se pueden inducir en los neutrdéfilos polimorficos.

En una realizacion, el receptor Fc es un receptor FcyRlla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una regién Fc, por ejemplo el dominio extracelular. El receptor FcyRlla es uno de las varias
isoformas conocidas del receptor FcyRIl. El FcyRlla es el isotipo distribuido mas ampliamente y se expresa en
virtualmente todas las células mieloides, incluyendo las plaquetas.

En una realizacion, el receptor Fc es un receptor FcyRIlb o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc, por ejemplo el dominio extracelular. La expresion del receptor FcyRIlb se
restringe a los fagocitos y células B.

En una realizacion, el receptor Fc es un receptor FcyRllc o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una regién Fc, por ejemplo el dominio extracelular. El receptor FcyRlIc se expresa en células
NK.

En una realizacion, el receptor Fc es un receptor FcyRlla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc, por ejemplo el dominio extracelular. En una realizacion mas el receptor FcyRlll
es un receptor FcyRIla176V o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la capacidad de unirse a una
region Fc, por ejemplo el dominio extracelular. El receptor FcyRllla es una do las dos isoformas conocidas del
receptor FcyRIIl. El FcyRIlla esta presente en monocitos , macrofagos, células NK 'y /8 células T. Esta presente un
polimorfismo de FcyRllla en la posicion 176 (Phe o Val). Esta variante, FcyRIlla176V (también denominada
FcyRII158V, cuando se numera a partir del comienzo esperado de la proteina procesada madura), se describe en
Koene HR et al., Blood 90, 1109-1114 (1997) y in Wu J, et al., J Clin Invest. 100, 1059-1070 (1997).
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En una realizacion, el receptor Fc es un receptor FcyRIlIl NA1 o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una regién Fc, por ejemplo el dominio extracelular. En una realizacion, el receptor Fc es un
FcyR NA2 o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la capacidad de unirse a una region Fc, por ejemplo
el dominio extracelular. El receptor FcyRIll se expresa constitutivamente en los neutréfilos y que se puede inducir en
eosinofilos.

En una realizacion, el receptor Fc es un receptor FcyRn o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc, por ejemplo el dominio extracelular. El receptor FcyRn esta distribuido
ampliamente y se expresa en células endoteliales.

En una realizacién de la presente invencion, el receptor Fc para su uso en un método de acuerdo con la invencion
se ha preparado por un método de preparacion, cuyo método de preparacion comprende una etapa, cuya etapa da
como resultado un receptor Fc que tiene una cantidad reducida de acido sidlico en la glucosilacion ligada a N al
compararlo con un receptor Fc similar preparado por un método de preparacion que no incluye tal etapa.

Tal desialilacion se puede conseguir de varias maneras. El receptor Fc se puede por ejemplo preparar por expresion
recombinante en una célula huésped que tiene un defecto en los mecanismos responsables de la sialilaciéon. La
expresion de polipéptidos, en que los polipéptidos poseen normalmente un cierto grado de glucosilacion de acido
sialico, en tales células defectuosas en la sialilacién dara como resultado un producto polipeptidico que tiene menos
acido sialico en la glucosilacion ligada a N que un polipéptido expresado en una célula no defectuosa en sialilacion
(una células con mecanismos de sialilacion no defectuosos) del mismo tipo en todo lo demas. Ejemplos de células
defectuosas en sialilacion incluyen por ejemplos células defectuosas en la expresion de sialil transferasas (ejemplos
son células CHO Lec2), las células defectuosas en la expresion del aceptor monosacarido de sialilacion tal como la
galactosa (por ejemplo células CHO Lec1 y CHO Lec19), o células defectuosas en la expresion de enzimas
implicadas en la sintesis de acido sialico tales como UDP-GIcNAc-2 epimerasa (por ejemplo células CHO Lec3). Se
pueden utilizar también otras técnicas de interferencia tales como ARNi para generar células defectuosas en la
expresion de enzimas implicadas en la sintesis de acido sidlico (por ejemplo UDP-GIcNAc-2 epimerasa), la
sialilacion en si misma (por ejemplo la a2,3-sialiltransferasa o a 2,6 sialil transferasa) o la sintesis de complejos tipo
glucanos legados a N que contienen el aceptor galactosa de acido sialico (por ejemplo N-acetilglucosamina
transferasa ). Tales técnicas se han aplicado a una variedad de células, incluyendo SP2/0, CHO, BHK, HEK-293,
NSO, JURKAT vy similares. De manera alternativa, la proteina se puede expresar en células bacterianas, de
levaduras o fungicas, en que las células no afiadan glucanos ligados a N (bacterias) o acidos sialicos a los glucanos
ligados a N, tal es el caso de expresion fungica o en levaduras.

Un receptor con acido sidlico en su glucosilacion unida a N, por ejemplo que resulta de la expresion recombinante en
una célula defectuosa de no sialilacién, también se puede desialilar utilizando métodos que reducen la cantidad de
acido sialico, tales como por ejemplo por tratamiento con una sialidasa antes del uso en dicho método. Ejemplos de
tales sialidasas son por ejemplo las neuraminidasas de Arthrobacter aerofaciens, Salmonella typhimurium, Vibrio
cholera, virus de enfermedad de Newcastle, cepa Hitchner B1, Streptococcus pneumoniae o Clostridium perfringens.
Tales enzimas se pueden obtener a partir de sus fuentes enddgenas o tras la expresion recombinante en otros
huéspedes tales como E. coli. La etapa de desialilacion se puede llevar a cabo justo tras la expresion del receptor en
células defectuosas de no sialilaciéon, es decir, antes de la purificacién. De manera alternativa la desialilacion se
puede hacer cuando se une el receptor a la resina que se utiliza para la purificacion o tras la purificacion del
receptor. De manera alternativa, se puede co-transfectar un plasmido de expresion que contiene la secuencia de
ADN de la sialidasa con el plasmido de expresién que codifica el receptor, en cuyo caso las células transfectadas
segregaran tanto altos niveles de neuraminidasa y del receptor, produciendo la desialilacion del receptor in situ por
la sialidasa producida recombinantemente.

Un receptor Fc que resulta de la expresién recombinante en una célula defectuosa de no sialilaciéon se puede
separar también durante la purificacion en una fraccion que contiene acido sialico y en una fraccion que carece de
acido sialico. Tales preparaciones se pueden llevar a cabo utilizando Lectinas especificas para el acido sialico, tales
como MAA (aglutinina de Maackia amurensis) y SNA (aglutinina | de Sambucus nigra). La separacion también se
puede basar en cromatografia de intercambio aniénico utilizando por ejemplo sefarosa DAEA, sefarosa Q o
Resource Q.

Un receptor Fc también se puede desialilar cultivando la célula que expresa el receptor y afiadiendo un acido
alcanoico, tal como el butirato sédico al cultivo celular como se describe en el documento WO 9639488.

En una realizacién de la presente invencion, el péptido de unién a FcR es un anticuerpo.
En una realizacién de la presente invencion, el péptido de unién a FcR es un anticuerpo monoclonal.
En una realizacién de la presente invencion, el anticuerpo es un anticuerpo biespecifico.

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo es una molécula tipo IgG que contiene al menos un resto
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de unién Fc.

Un anticuerpo monoclonal como se utiliza en el presente documento se refiere a una preparacién de moléculas de
anticuerpo de composicidon molecular Unica. Una composicion de anticuerpo monoclonal presenta una especificidad
de unién y afinidad Unicas para un epitopo particular. En consecuencia, la expresion “anticuerpo monoclonal
humano” se refiere a anticuerpos que presentan una especificidad de unidn Unica que tiene regiones constantes y
variables derivadas de secuencias de la linea germinal de inmunoglobulinas. Los anticuerpos monoclonales
humanos se pueden generar por un hibridoma que incluye células B obtenidas de un animal no humano transgénico
o transcromosoémico, tal como un raton transgénico, que tiene un genoma que comprende un transgén de cadena
pesada humana y un transgén de cadena ligera, fusionados a una células inmortalizada.

En una realizacion, el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo humano.

Un anticuerpo humano, como se utiliza en el presente documento, se pretende que incluye anticuerpos que tienen
regiones variable y constante derivadas de las secuencias de la linea germinal de inmunoglobulinas (por ejemplo
mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o especifica del sitio in vitro o por mutacion somatica in vivo). Sin
embargo, la expresion “anticuerpo humano” como se utiliza en el presente documento, no se pretende incluir los
anticuerpos en los que se han injertado las secuencias CDR derivadas de la linea germinal de otras especies de
mamiferos, tales como el ratén, en las secuencias marco conservadas humanas.

Como se utiliza en el presente documento, un anticuerpo humano se “deriva de” una particular secuencia de linea
germinal si el anticuerpo se obtiene de un sistema que utiliza secuencias de inmunoglobulinas humanas, por ejemplo
inmunizando un ratén transgénico que tiene genes de inmunoglobulinas humanas o por seleccion de una biblioteca
genética de inmunoglobulinas humanas, y donde el anticuerpo humano seleccionado es al menos un 90%, tal como
al menos un 95%, tal como al menos un 97%, por ejemplo al menos un 98%, o tal como al menos un 99% idéntico
en su secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos codificada por el segmento genético de la region
variable Vy o V| de la linea germinal . Tipicamente, un anticuerpo derivado de una secuencia del segmento genético
de la region variable V4 0 V. de la linea germinal presentara no mas de 10 diferencias de aminoacidos, tal como no
mas de 5, por ejemplo no mas de 4, 3, 2, o 1 diferencia de aminoacidos a partir de la secuencia de aminoacidos
codificada por el gen de la linea germinal de inmunoglobulinas.

En una realizacion, el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo humanizado.

Un anticuerpo humanizado es un anticuerpo que se deriva de una especie no humana, en el que ciertos
aminoacidos en la matriz y los dominios constantes de las cadenas pesada y ligera se han mutado deforma que
evitan o anulan una respuesta inmunitaria en seres humanos. Las formas humanizadas de anticuerpos no humanos
(por ejemplo murinos) contienen una secuencia minima derivada de una inmunoglobulina no humana. En su mayor
parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en el que se han sustituido
restos de una region hipervariable del receptor por restos de una regién hipervariable de especies no humanas
(anticuerpo donante) tal como un ratén, rata, conejo o primates no humanos que tienen las caracteristicas de union
al antigeno tales como especificidad y afinidad, En algunos casos, los restos de la region marco conservada Fv (FR)
de la inmunoglobulina humana se sustituyen por los restos no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos
humanizados pueden comprender restos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante.
Estas modificaciones se hacen para optimizar mas la unién al antigeno. En general, un anticuerpo humanizado
comprendera sustancialmente todos o al menos uno, y tipicamente dos dominios variables, en el que todas o
sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden con los de una inmunoglobulina no humana y todas o
sustancialmente todas las regiones FR son las de una secuencia de inmunoglobulina humana. Un anticuerpo
humanizado opcionalmente comprendera también al menos una parte de la region constante (Fc) de la
inmunoglobulina, tipicamente la de una inmunoglobulina humana. Para mas detalles véase Jones et al., Nature 321,
522-525 (1986), Riechmann et al., Nature 332, 323-329 (1988) y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2, 593-596 (1992).

Los anticuerpos humanizados también comprenden los anticuerpos en los que se ha llevado a cabo el injerto de
CDR de CDR no derivados de seres humanos en una FR humana utilizando la reparacion de CDR (Mark Dennis,
Genentech, presented at the Twelvth International conference on Human Antibodies and Hybridomas, 10-12 May
2006, San Diego, USA).

En una realizacion, el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo quimérico.

Tipicamente, un anticuerpo quimérico se refiere a una anticuerpo en el que una parte de la cadena pesada y/o ligera
es idéntica o homologa a las secuencias correspondientes en los anticuerpos derivados de una especie particular o
pertenece a una clase o subclase particular de anticuerpos, mientras que el remanente de la cadena(s) es idéntica o
homologa a las secuencias de los anticuerpos derivadas de otras especies o pertenecen a otra clase o subclase de
anticuerpo, asi como a fragmentos de tales anticuerpos, siempre que muestren la actividad biolégica deseada
(véase por ejemplo el documento US 4.816.567 y Morrison et al., PNAS USA 81, 6851-6855 (1984)). Los
anticuerpos quiméricos se producen por procesos recombinantes bien conocidos en la técnica (véase por ejemplo
Cabilly et al., PNAS USA 81, 3273-3277 (1984), Morrison et al., PNAS USA 81, 6851-6855 (1984), Boulianne et al.,
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Nature 312, 643-646 (1984), EP125023, Neuberger et al., Nature 314, 268-270 (1985), EP171496, EP173494,
WO086/01533, EP184187, Sahagan et al., J. Immunol. 137, 1066-1074 (1986), WO87/02671, Liu et al., PNAS USA
84, 3439-3443 (1987), Sun et al., PNAS USA 84, 214-218 (1987), Better et al., Science 240, 1041-1043 (1988) y
Harlow et al., Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.,
(1988)).

En una realizacion, el anticuerpo comprende un formato de anticuerpo monovalente o polivalente. Que el formato de
anticuerpo es monomeérico significa que es un dimero (HL) formado por una cadena H asociado por medio de
puentes disulfuro con una cadena L. Un anticuerpo regular es bivalente y es un tetramero (H.L;) formado por dos
dimeros HL asociados por medio de al menos un puente disulfuro. Un anticuerpo polivalente también se puede
producir empleando, por ejemplo, una regiéon CH que agrega (por ejemplo a partir de una cadena H de IgM, o una
cadena p). Tal anticuerpo podria ser quimérico o derivado de una especie.

En una realizacién, el anticuerpo comprende alteraciones en la estructura de la region Fc, cuyas alteraciones se
pueden asociar con propiedades ventajosas, tales como un cambio en las propiedades funcionales o
farmacocinéticas de los anticuerpos. Por ejemplo, una sustitucion u otra modificaciéon (insercion, eliminacion,
adiciones en la secuencia terminal o combinaciones de cualquiera de las mismas) en una regiéon marco conservada
o dominio constante se puede asociar con un aumento de la semivida de la variante de anticuerpo con respecto al
anticuerpo parental, para proporcionar un sitio de unién covalente o no covalente con otra molécula, o para alterar
tales propiedades como la fijacion de complemento, resultando por ejemplo en la disminucion o el aumento de la
union a C1q y CDC o unién de FcyR y citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (ADCC). Las
sustituciones pueden hacerse, por ejemplo, en uno o mas de los restos de aminoacidos 234, 235, 236, 237, 297,
318, 320, y 322 de la region constante de la cadena pesada, produciendo de esta manera una alteracion en la
funcién efectora mientras que mantiene la union al antigeno al compararse con el anticuerpo sin modificar, cf. US
5624821 y US 5648260. Se pueden encontrar mas referencias en los documentos WO 94/29351, WO 99/54342, WO
00/42072, WO 03/011878, WO 03/085119, WO 04/29207, WO 04/063351, WO 04/065540, WO 04/99249, WO
05/018669, WO 05/044859, US 6121022, y en el documento US 6737056. Ademas, Shields et al., J. Biol. Chem.
276, 6591-6604 (2001) ensefia las variantes de combinacion, que mejoran la union FcyRIIl, por ejemplo
T256A/S298A, S298A/E333A, y S298A/E333A/K334A.

En una realizacion, el anticuerpo comprende una regiéon Fc mutada que se ha optimizado para unirse al receptor Fc
para aumentar cierta funcion efectora.

En una realizacion, el anticuerpo comprende un carbohidrato Fc que se ha producido en una linea celular modificada
para carecer o tener una actividad reducida de ciertas carbohidrato transferasas (tales como FUT-8) o para contener
0 sobre-expresar ciertas carbohidrato transferasas adicionales.

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo IgG1. En
una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo IgG1, k. En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo IgG1,y.

En una realizacién de la presente invencion, el péptido es un anticuerpo la determinacién de la unién del anticuerpo
del producto medicamentoso a un receptor Fc se combina con un método que determina la unién del anticuerpo del
producto medicamentosos a su antigeno.

En una realizacion, dicha unién del anticuerpo del producto medicamentoso al antigeno se determina por el uso de
un método que comprende

(i) poner en contacto una muestra del producto medicamentoso con el antigeno durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir que el anticuerpo se una al antigeno, y
(ii) detectar la cantidad de anticuerpo unido al antigeno.

En una realizacion mas, dicha deteccion se lleva a cabo por el uso de un anticuerpo de deteccion dirigido al
anticuerpo del producto medicamentoso. En una realizaciéon mas, dicho anticuerpo de deteccién es un anticuerpo
marcado.

En una realizacion, la unién del anticuerpo a su antigeno se determina por el uso de un ELISA. En una realizacion, el
ELISA utilizado para determinar la unién del anticuerpo a un receptor Fc también se utiliza para determinar la unién
del anticuerpo a su antigeno.

En una realizacion, la unién del anticuerpo a su antigeno se determina por el uso de un ensayo AlphaScreen™. En
una realizacion, el ensayo AlphaScreen™ que se utiliza para determinar la unién del anticuerpo al receptor Fc
también se utiliza para determinar la union del anticuerpo a su antigeno.

En una realizacion, la unién del anticuerpo a su antigeno se determina por el uso de un radioinmunoensayo. En una

realizacion, el radioinmunoensayo que se utiliza para determinar la unién del anticuerpo a un receptor Fc también es
utiliza para determinar la unién del anticuerpo a su antigeno. En una realizacién mas, el radioinmunoensayo utiliza
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perlas conjugadas con el receptor Fc y un antigeno radioyodado soluble.

Como se establecio anteriormente, la especificidad por el antigeno de un anticuerpo para su uso en un método de
acuerdo con la presente invencién no tiene influencia en la capacidad del anticuerpo para unirse a un receptor Fc.
Los métodos de la presente invencion por tanto es util para todos los anticuerpos (y otros péptidos de union a FcR),
donde al menos un mecanismo de accién del anticuerpo esta mediado por medio de la unién del anticuerpo a un
receptor Fc, independientemente de la especificidad antigénica del anticuerpo. Sin embargo, algunas realizaciones
se dirigen a los anticuerpos que tiene una especificidad antigénica especifica.

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo del producto medicamentoso en un anticuerpo que se une
al CD4 humano. En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo que se une al CD4 humano como se describe en
el documento WO9713852. En una realizacién. El anticuerpo es un anticuerpo que se une al CD4 humano que se
describe en el documento US5871732. En una realizacion. El anticuerpo es un anticuerpo que se une al CD4
humano que se describe en el documento US6309880 o W09012868. En una realizacién. El anticuerpo es un
anticuerpo que se une al CD4 humano que se describe en el documento W0O02102853. En una realizaciéon. El
anticuerpo es un anticuerpo que se une al CD4 humano que se describe en el documento US2001051709 o
WQ09110722. En una realizacion. El anticuerpo es un anticuerpo que se une al CD4 humano que se describe en el
documento US6056956 o US5670150. En una realizacion, el anticuerpo es zanolimumab. En una realizacion, el
anticuerpo es keliximab (IDEC-CE9.1, Biogen IDEC). En una realizacion el anticuerpo es clenoliximab (IDEC-151,
Biogen IDEC). En una realizacion el anticuerpo es TNX-355 (Hu-5A8, Tanox/Biogen IDEC). En una realizacion el
anticuerpo es TRX-1 (TolerRx/Genentech). En una realizacion el anticuerpo es I0T4a (13B8.2, Immunotech),
priliximab (cM-T412, Centocor). En una realizacion el anticuerpo es 4162W94 (Glaxo Wellcome).

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
al EGFR humano. En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo que se une al EGFR humano como se describe
en el documento W0O9640210. En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo que se une al EGFR humano
como se describe en el documento W004056847 o W0O02100348. En una realizaciéon el anticuerpo es cetuximab
(Erbitux®). En una realizacion el anticuerpo es Zalutumumab (HuMax-EGFR) (Genmab A/S).

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
al CD20 humano. En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo que se une al CD20 humano como se describe
en el documento WO 94/11026. En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo que se une al CD20 humano
como se describe en el documento WO 04/035607 o en la solicitud WO PCT/DK2005/00270. En una realizacion
mas, el anticuerpo es rituximab (Rituxan®, Mab Thera®). En una realizacion, el anticuerpo es Ibritumomab tiutexano
(Zevalin®). En una realizacion, el anticuerpo es tositumomab (Bexxar®). En una realizacion, el anticuerpo es
HuMax-CD20 (ofatumumab) (Genmab A/S).

En una realizacion de la presente invencion, el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
a un TAC (CD25) humano. En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo que se une a un TAC humano como
se describe en WO 04/045512. En una realizacion, el anticuerpo es HuMax-TAC (AB12).

En una realizacion de la presente invencion el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
al CD3 humano. En una realizacion, el anticuerpo es muromonab (Orthoclone OKT®3).

En una realizacion de la presente invencion el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
al GPlIb/llla humano.

En una realizacion de la presente invencion el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
al CD25 (IL-2R) humano. En una realizacion, el anticuerpo es daclizumab (Zenapax®). En una realizacion, el
anticuerpo es basiliximab (Simulect®).

En una realizacion de la presente invencion el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
al TNF-a humano. En una realizacion, el anticuerpo es infliximab (Remicade®). En una realizacion, el anticuerpo es
adalimumab (Humira®).

En una realizacion de la presente invencion el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
al RSV humano. En una realizacion, el anticuerpo es palivizumab (Synagis®).

En una realizacion de la presente invencion el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
al HER-2/neu humano. En una realizacion, el anticuerpo es trastuzumab (Herceptin®). En una realizacion, el
anticuerpo es pertuzumab (Omnitarg™).

En una realizacion de la presente invencion el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
al CD33 humano.
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En una realizacion de la presente invencion el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
al CD52 humano. En una realizacion, el anticuerpo es alemtuzumab (Campath-1H®).

En una realizacion de la presente invencion el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
al VEGF humano. En una realizacion, el anticuerpo es bevacizumab (Avastin®).

En una realizacion de la presente invencion el anticuerpo del producto medicamentoso es un anticuerpo que se une
al CTLA4 humano. En una realizacion, el anticuerpo es MDX-010 (Medarex, Inc.).

La presente invencién también proporciona un método para la preparacién de un receptor Fc para su uso en un
método para determinar la unién de un péptido de unién a FcR a dicho receptor Fc, donde dicho receptor Fc se ha
preparado por un método que incluye una etapa, cuya etapa da como resultado un receptor Fc que tiene una
cantidad de acido sialico en la glucosilacion unida a N al compararlo con un receptor similar preparado por un
método que no incluye dicha etapa.

En una realizacion, la unién del péptido de unién a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un método que
comprende

(i) poner en contacto una muestra del producto medicamentoso con el antigeno durante un periodo de tiempo
suficiente para permitir que el anticuerpo se una al antigeno, y
(ii) detectar la cantidad de anticuerpo unido al antigeno.

En una realizacion, la deteccion se lleva a cabo por el uso de anticuerpos de deteccion dirigidos contra el péptido de
unién a FcR. En una realizacidon mas, el anticuerpo de deteccién es un anticuerpo marcado.

En una realizacion, la unién del péptido de unién a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un ELISA.

En una realizacion, la union del péptido de union a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un ensayo
AlphaScreen™.

En una realizacién, la unién del péptido de unién a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un
radioinmunoensayo.

En una realizacion, la union del péptido de union a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un ensayo Biacore.
En una realizacion, la uniéon del péptido de unién a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un FMAT.
En una realizacion, la unién del péptido de unién a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un DELFIA.

La presente invencién también proporciona un componente de plastico adecuado para recubrir con moléculas de
polipéptido, donde la adhesién de las moléculas de polipéptido a la superficie del componente de plastico depende al
menos en parte de interacciones electrostaticas entre las moléculas de polipéptido y la superficie del componente de
plastico, donde la superficie del componente de plastico s ha recubierto con un polipéptido desialilado.

En una realizacion, la molécula de polipéptido es un receptor Fc. Ejemplos de receptores Fc se describen en
cualquier parte del presente documento.

En una realizacion. EI componente de plastico es una placa microtiter, tal como una placa microtiter de 96 pocillos o
placas similares, que se conocen bien en la técnica, tal como por ejemplo una placa Greiner.

En una realizacién, el componente de plastico revestido es adecuado para su uso en un método de acuerdo con la
presente invencion para determinar la potencia de un producto medicamentoso que comprende un péptido de union
a FcR.

En una realizacién, el componente de plastico revestido se va a utilizar en un método de acuerdo con la presente
invencién para determinar la potencia de un producto medicamentoso que comprende un péptido de unién a FcR.

A continuacién se presenta una lista de realizaciones seleccionadas de la presente invencion.

Realizacién 1. Un método para determinar la potencia de un producto medicamentoso que comprende un péptido
de unién a FcR, donde al menos un mecanismo de accién del péptido de unién FcR esta mediado por la unién
del péptido de unién Fc del producto medicamentoso al receptor Fc.

Realizaciéon 2. Un método de acuerdo con la realizacién 1 para determinar la potencia de un producto
medicamentoso que comprende un péptido de union FcR, cuyo método comprende
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i) determinar la union de un péptido de unioén a FcR de referencia estandar a un receptor Fc.

ii) determinar la union del péptido de union a FcR del producto medicamentoso a dicho receptor Fc, y

iii) comparar la union a FcR de la etapa ii) con la union a FcR de la etapa i) y utilizar la informacién obtenida
por la comparacioén para evaluar la potencia de la sustancia medicamentosa.

donde

a) la unién a receptor Fc en la etapa ii) esta determinada de la misma manera que la union al receptor Fc en
la etapa i),

b) al menos un mecanismo de accién del péptido de unién a Fc del producto medicamentoso esta mediado
por la unién del péptido de unién a FcR a un receptor Fc, y

c) donde el péptido de union a FcR de referencia estandar y el péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso son dos preparaciones diferentes de la misma molécula de unién a FcR.

Realizacién 3. Un método para produccion de una composicion farmacéutica que comprende un péptido de unién
FcR, cuyo método comprende

a) la produccién de un producto medicamentoso que comprende dicho péptido de unién a FcR;
b) someter dicho producto medicamentoso a un método de acuerdo con la realizacién 1 o la realizacion 2
para determinar la potencia de un producto medicamentoso que comprende un péptido de union a FcR;y
c) utilizar la informacién obtenida en la etapa b) como parte de una evaluacién de si se puede utilizar el
producto medicamentoso como una composicion farmacéutica.

Realizacion 4. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 3, donde dicho método es parte de
una solicitud para la autorizacién mercantil para la vender dicho producto medicamentoso como una composicion
farmacéutica.

Realizacién 5. Un método para solicitar la autorizacion de comercializacion de un producto medicamentoso que
comprende un péptido de unidon a FcR, cuyo método comprende la descripcion de un método de acuerdo con
cualquiera de las realizaciones 1 a 4 para determinar la potencia del péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso.

Realizacién 6. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 5, donde el método para
determinar la potencia de un producto medicamentoso comprende un péptido de unién a FcR se utiliza como un
ensayo de potencia para el lanzamiento por lotes.

Realizacién 7. Un método con cualquiera de las realizaciones 1 a 6, donde la unién del péptido de unién a FcR al
receptor Fc se determina por el uso de un método que comprende

(i) poner en contacto una muestra del producto medicamentoso en contacto con un receptor Fc durante un
periodo de tiempo suficiente para permitir que el péptido de unién a FcR se una al receptor Fc, y
(ii) detectar la cantidad de péptido de union a FcR unido al receptor Fc.

Realizacién 8. Un método de acuerdo con la realizacion 7, donde la deteccién se lleva a cabo por el uso de un
anticuerpo de deteccion dirigido al péptido de unién a FcR.

Realizaciéon 9. Un método de acuerdo con la realizacién 8, donde el anticuerpo de deteccidon es un anticuerpo
marcado.

Realizacién 10. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 9, donde la unién del péptido de
unién a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un ELISA.

Realizaciéon 11. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 6, donde la unién del péptido de
union a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un ensayo AlphaScreen™.

Realizacién 12. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 6, donde la unién del péptido de
union a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un radioinmunoensayo.

Realizaciéon 13. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 6, donde la unién del péptido de
unién a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un ensayo Biacore.

Realizacién 14. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 6, donde la unién del péptido de
unioén a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un FMAT.

Realizaciéon 15. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 6, donde la unién del péptido de
unioén a FcR al receptor Fc se determina por el uso de un DELFIA.

Realizacién 16. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 15, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR es inducir una citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo
(ADCC), o por modulacién negativa de los receptores diana.

Realizacién 17. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 15, donde un mecanismo de
accion el péptido de unién a FcR esta mediado por la induccion de ADCC.

Realizacién 18. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR esta mediado por el reclutamiento de células citoliticas naturales.

Realizacién 19. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 18, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR esta mediado por la induccion de ADCC por células citoliticas naturales.
Realizacién 20. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 19, donde al menos uno de los
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receptores Fc a los que se une el péptido de unién a FcR in vivo se expresa en las células citoliticas naturales.
Realizacion 21. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 17 a 20, donde el receptor Fc es un
receptor FcyRllla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la capacidad de unirse a una region Fc.
Realizaciéon 22. Un método de acuerdo con la realizacion 21, donde el receptor FcyR es un receptor FcyRa176V
o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la capacidad de unirse a una region Fc, por ejemplo, el
dominio extracelular.

Realizacién 23. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de
accion del péptido e unién a FcR esta mediado por el reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares.
Realizacién 24. Un método con cualquiera de las realizaciones 1 a 23, donde un mecanismo de accion del
péptido de unién a FcR esta mediado por la induccién de ADCC por leucocitos polimorfonucleares.

Realizacién 25. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 24, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR esta mediado por la induccién de la desgranulacion de PMN.

Realizacién 26. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 25, donde un mecanismo de
accion del péptido de union a FcR esta mediado por la induccion de fagocitosis por leucocitos
polimorfonucleares.

Realizacién 27. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o de cualquiera de las
realizaciones 23 a 26, donde al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de unién a Fc
se expresa en los leucocitos polimorfonucleares.

Realizacion 28. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 23 a 27, donde el receptor Fc es un
receptor FcyRllla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la capacidad de unirse a una region Fc.
Realizacién 29. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR esta mediado por la induccién de ADCC por monocitos o macroéfagos.
Realizacion 30. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, o la realizacion 29, donde al
menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de unién a FcR se expresa en monocitos y/o
macrofagos.

Realizacién 31. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, o la realizaciéon 29 o la
realizacion 30, donde el receptor Fc es un FcyRIlb o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 32. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR es inducir la agregacion plaquetaria.

Realizaciéon 33. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o la realizacién 32, donde un
mecanismo de accion del péptido de unién a FcR esta mediado por el reclutamiento de plaquetas.

Realizacién 34. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, la realizacién 32 o la
realizacién 33, donde al menos uno de los receptores Fc al que se une in vivo el péptido de unién a FcR se
expresa en plaquetas.

Realizacién 35. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o las realizaciones 32 a 34,
donde el receptor Fc es un FcyRIla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la capacidad de unirse a
una region Fc.

Realizacién 36. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR es inducir la produccion de citoquinas.

Realizacién 37. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o la realizacién 36, donde un
mecanismo de accion del péptido de unién a FcR estd mediado por el reclutamiento de células citoliticas
naturales y/o células T.

Realizacién 38. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, realizacién 36 o realizacion
37, donde al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de unién a FcR se expresa en
las células citoliticas naturales y/o las células T.

Realizacion 39. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
realizaciones 36 a 38, donde el receptor Fc es un FcyRla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 40. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
realizaciones 36 a 38, donde el receptor Fc es un FcyRllla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 41. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR es inducir el aclaramiento de complejos inmunitarios.

Realizacién 42. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o la realizacién 41, donde un
mecanismo de accion del péptido de unién a FcR esta mediado por le reclutamiento de monocitos o macrofagos.
Realizacién 43. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 , la realizacién 41 o la
realizacion 42, donde al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de unién a FcR se
expresa en monocitos o macréfagos.

Realizacién 44. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
reivindicaciones 41 a 43, donde el receptor Fc es un FcyRIl o un fragmento del mismo cuyo fragmento retiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 45. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
reivindicaciones 41 a 43, donde el receptor Fc es un FcyRIlla o un fragmento del mismo cuyo fragmento retiene
la capacidad de unirse a una region Fc.
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Realizacién 46. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
reivindicaciones 41 a 43, donde el receptor Fc es un FcyRIlIb o un fragmento del mismo cuyo fragmento retiene
la capacidad de unirse a una region Fc.

Realizaciéon 47. Un método de acuerdo de cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de accién
del péptido de unidn a FcR es inducir la regulacion negativa de respuestas de anticuerpos.

Realizaciéon 48. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o la realizacién 47, donde un
mecanismo de accion del péptido de unién a FcR esta mediado por el reclutamiento de células G.

Realizacién 49. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, realizacion 47 o realizacion
48, donde al menos uno de los receptores Fc al que se une in vivo el péptido de unién a FcR se expresa en las
células B.

Realizacién 50. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
realizaciones 47 a 49, donde el receptor Fc es un FcyRIlb o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 51. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR es inducir la inhibicién de la funcion efectora de macréfagos y monocitos.
Realizacién 52. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o la realizacién 51, donde un
mecanismo de accion del péptido de union a FcR estd mediado por el reclutamiento de monocitos y/o
macrofagos.

Realizacién 53. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, la realizacién 51 o la
realizacién 52, donde al menos uno de los receptores Fc al que se une in vivo el péptido de unién a FcR se
expresa en monocitos y/o macréfagos.

Realizacién 54. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR es inducir la fagocitosis.

Realizaciéon 55. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o la realizacién 54, donde un
mecanismo de acciéon del péptido de uniébn a FcR estd mediado por le reclutamiento de leucocitos
polimorfonucleares, macrofagos y/o células dendriticas.

Realizacién 56. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, la realizacién 54 o la
realizacién 55, donde al menos uno de los receptores Fc al os que se une in vivo el péptido de unién a FcR se
expresa en leucocitos polimorfonucleares, macrofagos y/o células dendriticas.

Realizacién 57. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
realizaciones 54 a 56, donde el receptor Fc es un FcyRIIIb o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 58. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
realizaciones 54 a 56, donde el receptor Fc es un FcyRlla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 59. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o la realizacién 54, donde un
mecanismo de accion del péptido de unién a FcR esta mediado por la induccion de fagocitosis por monocitos o
macrofagos.

Realizacion 60. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, o la realizacion 59, donde al
menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de unién a FcR se expresa en monocitos o
macrofagos.

Realizacién 61. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, la realizacién 59 o la
realizacion 60, donde el receptor Fc es un FcyRIlb o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 62. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR es inducir entrecruzamiento.

Realizacién 63. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o la realizacién 62, donde un
mecanismo de accion del péptido de union a FcR estd mediado por el entrecruzamiento de células y/o
anticuerpos.

Realizacién 64. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, la realizacién 54 o la
realizacion 63, donde el receptor Fc es un FcyRla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 65. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, la realizacién 54 o la
realizacion 63, donde el receptor Fc es un FcyRIl o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 66. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, la realizacién 54 o la
realizacion 63, donde el receptor Fc es un FcyRIIl o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 67. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR es inducir la sefalizacién positiva por medio del motivo de activacion basada
en tirosina del inmunorreceptor.

Realizaciéon 68. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o la realizacién 67, donde un
mecanismo de accioén del péptido de unién a FcR esta mediado por el reclutamiento de células mieloides, células
T y/o plaquetas.

Realizacién 69. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, la realizacién 67 o la
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realizacion 68, donde al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de unién a FcR se
expresa en células mieloides, células T y/o plaquetas.

Realizacién 70. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
realizaciones 67 a 69, donde el receptor Fc es un FcyRlla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 71. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
realizaciones 67 a 69, donde el receptor Fc es un FcyRIlc o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 72. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de
accion del péptido de unién a FcR es inducir una sefializacion positiva por medio de cadenas v, 3, & comunes.
Realizaciéon 73. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o la realizacién 72, donde un
mecanismo de accién del péptido de uniéon a FcR esta mediado por el reclutamiento de células mieloides,
leucocitos polimorfonucleares, células citoliticas naturales o células T.

Realizacién 74. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, la realizacién 72 o la
realizacion 73, donde al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de unién a FcR se
expresa en células mieloides, leucocitos polimorfonucleares, células citoliticas naturales o células T.

Realizacién 75. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
realizaciones 72 a 74, donde el receptor Fc es un FcyRla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 76. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
realizaciones 72 a 74, donde el receptor Fc es un FcyRlla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 77. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
realizaciones 72 a 74, donde el receptor Fc es un FcyRllla o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 78. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde un mecanismo de
accion del péptido de unioén a FcR es inducir sefializacion negativa por medio de un motivo de inhibicion basado
en tirosina del inmunorreceptor.

Realizacién 79. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o la realizacién 78, donde un
mecanismo de accion del péptido de union a FcR esta mediado por el reclutamiento de células B, macréfagos y/o
monocitos.

Realizacién 80. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, la realizacién 78 o la
realizacion 79, donde al menos uno de los receptores Fc a los que se une in vivo el péptido de unién a FcR se
expresa en células B, macréfagos y/o monocitos.

Realizacién 81. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17 o cualquiera de las
realizaciones 78 a 80, donde el receptor Fc es un FcyRIlb o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la
capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacién 82. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 17, donde el receptor Fc es un
FcyRn o un fragmento del mismo cuyo fragmento mantiene la capacidad de unirse a una region Fc.

Realizacion 83. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 82, donde el receptor Fc para su
uso en dicho método se ha preparado por un método de preparacion que incluye una etapa, cuya etapa de como
resultado un receptor Fc que tienen una cantidad reducida de acido sidlico en la glucosilacion ligada a N al
compararse con un receptor similar preparado por un método de preparacion que no incluye tal etapa.
Realizacion 84. Un método de acuerdo con la realizacion 83, donde el receptor Fc se ha expresado en una célula
huésped defectuosa en los mecanismos responsables de la sialilacion.

Realizacién 85. Un método de acuerdo con la realizacién 83, donde el receptor Fc se ha tratado con una
sialidasa antes de su uso en dicho método.

Realizacién 86. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 85, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo.

Realizacion 87. Un método de acuerdo con la realizacion 86, donde el péptido de unién a FcR es un anticuerpo
monoclonal.

Realizacién 88. Un método de acuerdo con la realizacién 86 o la realizacion 87, donde el péptido de unién a FcR
es un anticuerpo humano.

Realizacién 89. Un método de acuerdo con la realizacién 86 o la realizacion 87, donde el péptido de unién a FcR
es un anticuerpo humanizado.

Realizacién 90. Un método de acuerdo con la realizacién 86 o la realizacion 87, donde el péptido de unién a FcR
es un anticuerpo quimeérico.

Realizacion 91. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 86 a 90, donde el péptido de unién a
FcR es un fragmento de anticuerpo que contiene un resto de union Fc.

Realizacion 92. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 86 a 91, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo IgG1.

Realizacién 93. Un método de acuerdo con la reivindicacién 92, donde el péptido de unién a FcR es un
anticuerpo 1gG1, A.

Realizacién 94. Un método de acuerdo con la reivindicacién 92, donde el péptido de unién a FcR es un
anticuerpo 1gG1, .
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Realizacién 95. Un método descrito en cualquiera de las realizaciones 86 a 94, donde la determinacion de la
unién del anticuerpo a un receptor Fc se combina con un método de determinacién de la unién del anticuerpo a
su antigeno.

Realizacion 96. Un método de acuerdo con la reivindicacion 95, donde la union del anticuerpo a su antigeno se
determina por el uso de un método que comprende

(i) poner en contacto una muestra del anticuerpo con el antigeno durante un periodo de tiempo suficiente para
permitir que el anticuerpo se una al antigeno, y
(ii) detectar la cantidad de anticuerpo unido al antigeno.

Realizaciéon 97. Un método de acuerdo con la realizacién 96, donde la deteccién se lleva a cabo por el uso de un
anticuerpo de deteccion dirigido contra el anticuerpo del producto medicamentoso.

Realizacion 98. Un método de acuerdo con la realizacién 97, donde el anticuerpo de detecciodn es un anticuerpo
marcado.

Realizacién 99. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 95 a 98, donde la unién del
anticuerpo a su antigeno se determina por el uso de un ELISA.

Realizacién 100. Un método de acuerdo con la realizacién 99, donde el mismo ELISA se utiliza también para
determinar la unién del anticuerpo al receptor Fc.

Realizacion 101. Un método de acuerdo con la realizacion 95, donde la unidn del anticuerpo a su antigeno se
determina por el uso de un ensayo AlphaScreen™.

Realizacion 102. Un método de acuerdo con la realizaciéon 101, donde el ensayo AlphaScreen™ también se
utiliza para determinar la unién del anticuerpo al receptor Fc.

Realizacion 103. Un método de acuerdo con la realizacion 95, donde la unidn del anticuerpo a su antigeno se
determina por el uso de un radioinmunoensayo.

Realizacion 104. Un método de acuerdo con la realizacion 103, donde el radioinmunoensayo también se utiliza
para determinar la unién del anticuerpo al receptor Fc.

Realizaciéon 105. Un método de acuerdo con la realizacién 104, donde el radioinmunoensayo utiliza perlas
conjugadas con el receptor Fc y un antigeno radioyodado.

Realizacién 106. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 86 a 105, donde el péptido de unién
a FcR es un anticuerpo que se une a un CD4 humano.

Realizaciéon 107. Un método de acuerdo con la realizacion 106, donde el péptido de unién a FcR es el
zanolimumab.

Realizaciéon 108. Un método de acuerdo con la realizacién 106, donde el péptido de unién a FcR es el keliximab.
Realizaciéon 109. Un método de acuerdo con la realizacion 106, donde el péptido de unién a FcR es el
clenoliximab.

Realizaciéon 110. Un método de acuerdo con la realizacién 106, donde el péptido de unién a FcR es el TNX 355.
Realizaciéon 111. Un método de acuerdo con la realizacion 106, donde el péptido de unién a FcR es el TRX-1.
Realizaciéon 112. Un método de acuerdo con la realizacién 106, donde el péptido de unién a FcR es el IOT4a.
Realizaciéon 113. Un método de acuerdo con la realizacién 106, donde el péptido de unién a FcR es el 4162W94.
Realizacién 114. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une el EGFR.

Realizacién 115. Un método de acuerdo con la reivindicacion 114, donde el péptido de unién a FcR es
cetuximab.

Realizacién 116. Un método de acuerdo con la realizacion 114, donde el péptido de unién a FcR es HuMax-
EGFR,

zalutumumab.

Realizacion 117. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une al CD20 humano.

Realizaciéon 118. Un método de acuerdo con la realizacion 117, donde el péptido de unién a FcR es el rituximab.
Realizacion 119. Un método de acuerdo con la realizacion 117, donde el péptido de unién a FcR es ibritumomab
tiuxetano.

Realizacién 120. Un método de acuerdo con la realizacion 117, donde el péptido de unién a FcR es
tositumomab.

Realizacién 121. Un método de acuerdo con la realizaciéon 117, donde el péptido de unién a FcR es HuMax-
CD20,

ofatumumab.

Realizacion 122. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une al TAC humano.

Realizaciéon 123. Un método de acuerdo con la realizacién 122, donde el péptido de unién a FcR es HuMax-TAC.
Realizacion 124. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une al CD3 humano.

Realizacion 125. Un método de acuerdo con la realizacién 124, donde el péptido de unién a FcR es muromonab.
Realizacién 126. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une al GPllb/Illa humano.

Realizacion 127. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une al CD25 humano.
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Realizaciéon 128. Un método de acuerdo con la realizacién 127, donde el péptido de unién a FcR es daclizumab.
Realizaciéon 129. Un método de acuerdo con la realizacion 127, donde el péptido de unién a FcR es basiliximab.
Realizacion 130. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une al TNF-a. humano.

Realizaciéon 131. Un método de acuerdo con la realizacién 130, donde el péptido de unién a FcR es infliximab.
Realizacion 132. Un método de acuerdo con la realizacion 130, donde el péptido de unién a FcR es adalimumab.
Realizacion 133. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une al RSV humano.

Realizaciéon 134. Un método de acuerdo con la realizacién 133, donde el péptido de unién a FcR es palivizumab.
Realizacion 135. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une al HER-2/neu humano.

Realizaciéon 136. Un método de acuerdo con la realizacién 135, donde el péptido de unién a FcR es trastuzumab.
Realizacion 137. Un método de acuerdo con la realizacion 135, donde el péptido de unién a FcR es pertuzumab.
Realizacion 138. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une al CD33 humano.

Realizacion 139. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une al CD52 humano.

Realizaciéon 140. Un método de acuerdo con la realizacion 139, donde el péptido de unién a FcR es
alemtuzumab.

Realizacion 141. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une al VEGF humano.

Realizaciéon 142. Un método de acuerdo con la realizacion 141, donde el péptido de unién a FcR es
bevacizumab.

Realizacion 143. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 94, donde el péptido de unién a
FcR es un anticuerpo que se une al CTLA4 humano.

Realizaciéon 144. Un método de acuerdo con la realizacién 143, donde el péptido de unién a FcR es MDX-010.
Realizacion 145. Un producto medicamentoso que comprende un péptido de unién a FcR, cuyo producto
medicamentoso esta aprobado para su uso como una composicion farmacéutica, y donde un método de acuerdo
con cualquiera de las realizaciones 1 a 144 forma parte de la solicitud para la autorizacién de comercializacion.
Realizacion 146. Un método para la preparacion de un receptor Fc para su uso en un método para determinar la
unién de un péptido de uniéon a FcR a dicho receptor Fc. Donde dicho receptor Fc se ha preparado por un
método que incluye una etapa, cuya etapa da como resultado el receptor Fc que tiene una cantidad reducida de
acido sialico en la glucosilacién ligada a N al compararse a un receptor Fc similar preparado por un método que
no incluye dicha etapa.

Realizacién 147. Un método de acuerdo con la realizacién 146, donde la unién del péptido de unién a FcR al
receptor Fc se determina por el uso de un método que comprende

(i) poner en contacto el péptido de unién a FcR con un receptor Fc durante un periodo de tiempo suficiente
para permitir que el péptido de unién al receptor Fc se una al receptor Fc, y
(i) detectar la cantidad de péptido de unién a FcR unido al receptor Fc.

Realizacién 148. Un método de acuerdo con la realizacién 147, donde la deteccion se lleva a cabo por un
anticuerpo de deteccion dirigido al péptido de unién a FcR.

Realizacién 149. Un método de acuerdo con la realizaciéon 148, donde el anticuerpo de deteccion es un
anticuerpo marcado.

Realizacién 150. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 146 a 149, donde la unién del
péptido de unién a FcR al receptor Fc se determina con el uso de un ELISA.

Realizacién 151. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 146 a 149, donde la unién del
péptido de unién a FcR al receptor Fc se determina con el uso de un ensayo AlphaScreen™.

Realizacién 152. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 146 a 149, donde la unién del
péptido de unién a FcR al receptor Fc se determina con el uso de un radioinmunoensayo.

Realizacién 153. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 146 a 149, donde la unién del
péptido de unién a FcR al receptor Fc se determina con el uso de un ensayo Biacore.

Realizacién 154. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 146 a 149, donde la unién del
péptido de unién a FcR al receptor Fc se determina con el uso de un FMAT.

Realizacién 155. Un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 146 a 149, donde la unién del
péptido de unién a FcR al receptor Fc se determina con el uso de un DELFIA.

Realizacién 156. Un método de acuerdo con la invencién o una cualquiera de las realizaciones 1-155, donde se
utiliza un anticuerpo de captura de his que reviste la placa de ELISA para capturar el FcR marcado con his o el
fragmento FcR.

Realizacién 157. Un componente de plastico adecuado para cubrirlo con moléculas de polipéptido, donde la
adhesién de las moléculas de polipéptido a la superficie del componente de plastico al menos en parte depende
de interacciones electrostaticas entre las moléculas de polipéptido y la superficie del componente de plastico,
donde la superficie del componente de plastico se ha revestido con un polipéptido desialilado.

Realizacién 158. Un componente de plastico de acuerdo con la realizacién 157, donde la molécula de polipéptido
es un receptor Fc.
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Realizacién 159. Un componente de plastico de acuerdo con la realizacién 157 o la realizacién 158, donde el
componente plastico es una placa microtiter.

Realizacién 160. Un componente de plastico de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 157 a 159, donde el
componente de plastico es adecuado para su uso en un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones
1a 144.

Realizacién 161. Un componente de plastico de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 157 a 159, donde el
componente de plastico se va a utilizar en un método de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 144.

La presente invenciéon se ilustra mas con los siguientes ejemplos que no se deberian interpretar como mas
limitantes.

Ejemplos
EJEMPLO 1

Cebadores de oligonucledtidos y amplificacion PCR

Los cebadores indicados se disolvieron en H,O hasta 100 pmol/ul y se almacenaron a -20 °C. Para la PCR, se utilizd
ADN polimerasa PfuTurbo® Hotstart (Stratagene, Amsterdam, The Netherlands; producto n°® 600322) segun las
instrucciones del fabricante. Cada mezcla de reaccién contenia 200 uM de dNTP mezcladas (Roche Diagnostics,
Almere, The Netherlands; producto n° 1814362), 6,7 pmol de ambos cebadores directo e inverso, aproximadamente
1 ng de matriz de ADN y 1 unidad de ADN polimerasaPfuTurbo® Hotstart en el tampdén de reaccion PCR
(suministrado con la polimerasa) en un volumen total de 20 ul. Las reacciones PCR se llevaron a cabo con un
TGradient Thermocycler 96 (Whatman Biometra, Goettingen, Germany; producto n° 050-801) utilizando un programa
de 30 ciclos: desnaturalizacion a 95 °C durante 2 min; 30 ciclos de 95 °C durante 30 seg, un gradiente de 45-65 °C
(u otra temperatura especifica de hibridacién) durante 30 segundos, y 72 °C durante 2 min; extension final a 72 °C
durante 10 min. Si era apropiado, las mezclas de PCR se almacenaron a 4 °C hasta posteriores analisis o procesos.

EJEMPLO 2

Selecciéon de colonias bacterianas por PCR

Se seleccionaron las colonias bacterianas segun la presencia de vectores que contenian las secuencias deseadas
por medio de PCR de colonia utilizando el kit HotStarTag Master Mix (Qiagen; producto n°® 203445) y los cebadores
directo e inverso indicados. Las colonias seleccionadas se tocaron ligeramente con una punta de pipeta de 20 pl y
se toco brevemente en 2 ml de LB (caldo Luria) para cultivo a pequefia escala, y luego se resuspendieron en la
mezcla PCR. Se llevé a cabo la PCR con un TGradient Thermocycler 96 utilizando un programa de 35 ciclos:
desnaturalizacion a 95 °C durante 15 min; 35 ciclos de 94 °C durante 30 seg, 55 °C durante 30 seg y 72 °C durante 2
min; seguido por una etapa final de extension de 10 min a 72 °C. Si era apropiado, las mezclas PCR se almacenaron
a 4 °C hasta el analisis por electroforesis en gel de agarosa.

EJEMPLO 3

Produccion de FcyRIaECDHis

Construccion de pEE13.4FcyRIaECDHis

Se aislo y se utilizd como matriz el plasmido ADN del clon RZPD IRATp970F1154D6 (Deutsche Ressourcenzentrum
fur Genomforschung (RZPD, Berlin, Germany)) en una PCR con cebadores P1 (SEC ID N° 4) y P2 (SEC ID N° 5)
segun el procedimiento descrito en el ejemplo 1 amplificando el dominio codificante extracelular (aa 1-292) de
FcyRla humano e introduciendo los sitios de restriccion adecuados para la clonacion en pEE13,4 (Lonza Biologics,
Slough, UK), una secuencia Kozak ideal (GCCGCCACC) y una marca Hisg en el extremo C. El fragmento PCR se
purificd en gel y se clono en el pEE13.4 Para esto, el producto PCR se digirié con Pf/23ll y Xmal y se purifico. El
vector pEE13.4 se digirié con Pf/23ll y Xmal y e | fragmento del vector se purificd. El fragmento FcyRla y el vector
pEE13.4Pf/23lI-Xmal se ligaron y se transformaron en células competentes DH5a-T1® (Invitrogen). Se comprobaron
ocho colonias por PCR de colonia (utilizando los cebadores P3 (SEC ID N° 6) y P4 (SEC ID N° 7) segun el
procedimiento descrito en el ejemplo 2, y dos colonias contenian una insercion del tamafio correcto. A partir de las
dos colonias positivas, se cultivaron cultivos de 2 ml. Se aislé el plasmido ADN y una de las construcciones se
comprobd por andlisis de secuencia de la insercion y se vio que era correcta. El vector final se llamé
pEE13.4FcyRIaECDHis.

Expresién transitoria de pEE13.4FcyRIaECDHis en células Hek-293F

Se obtuvieron células Freestyle™ 293-F (un subclon de HEK-293 adaptado al cultivo en suspension y medio
Freestyle quimicamente definido, por ejemplo HEK-293-F) de Invitrogen y se transfectaron con
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pEE13.4FcyRIaECDHis segun el protocolo del fabricante utilizando 293fectina (Invitrogen). Los transfectantes se
cultivaron segun el protocolo del fabricante, y se utilizé 1 litro de sobrenadante celular para la purificacion como se
describe posteriormente.

Purificacién de FcyRIaECDHis en columna Talon de centrifugacién (0,5 ml) BD TALON

Las columnas de centrifugacion BD TALON se obtuvieron en Clontech (Mountain View, CA, USA). Se retiraron las
perlas de la columna y, se equilibraron las perlas con 1x de tampon de Equilibracién/Lavado pH 7,0 (50 mM de
fosfato sédico y 300 mM de NaCl). Se incubaron las perlas con 1 litro de sobrenadante del cultivo celular durante
una noche a 4 °C. Tras la elucion del FcyRIaECDHis (con 1 x de tampén de elucion (50 mM de Fosfato sédico, 300
mM de NaCl y 150 mM de imidazol) a pH 5,0), se re-equilibro la resina y se afadié al flujo a través de la purificacion
anterior. Tras otra noche de incubacion, se eludié de nuevo el FcyRIaECDHis. Las fracciones eluidas del proceso 1y
el proceso 2 se juntaron y se desalo el FcyRlIaECDHis agrupado en una columna PD-10 intercambiando el tampon a
PBS. El volumen del producto final era de 3,7 ml. La concentracién se midié determinando la absorbancia a 280 nm
y se encontré que era de 117 ug/ml que rinde 433 ng de FcyRIaECDHis (SEC ID N° 1). El producto final era puro en
aproximadamente un 95% segun se determiné por SDS-PAGE.

EJEMPLO 4

Produccién de FcyRIaECD176VHis

Construcciéon de pEE13.4FcyRIaECD176VHis

Se asilo el plasmido ADN el clon RZPD IRAKp961H1749Q2 (Deutsche Ressourcenzentrum fir Genomforschung
(RZPD, Berlin, Germany)) y se utiliz6 como matriz en una PCR con cebadores P5 (SEC ID N° 8) y P6 (SEC ID N° 9)
segun el procedimiento descrito en el ejemplo 1 amplificando el dominio codificante extracelular (aa 1-200) del
FcyRllla humano e introduciendo los sitios de restriccion adecuados para la clonaciéon en pEE13.4, una secuencia
ideal Kozak (GCCGCCACC) y una marca Hisg en el extremo C. El fragmento PCR se purificé en gel y se cloné en el
pEE13.4. Para esto, el producto PCR se digirié6 con EcoRIl y Xmal y se purificd. El vector pEE13.4 se digirié con
EcoRIl y Xmal y se purifico el fragmento vector. El fragmento FcyRIlla y el vector pEE13.4 EcoRI-Xmal se ligaron y
se transformaron en células competentes DH5a-T1R. Se comprobaron cuatro colonias por PCR de colonia (utilizando
los cebadores P3 y P4) de acuerdo con el procedimiento descrito en el ejemplo 2, y dos colonias contenian una
insercion del tamafo correcto. A partir de las dos colonias positivas, se cultivaron dos cultivos de 2 ml. Se aisl6 el
plasmido ADN y se comprobd una de las construcciones por analisis de secuencia de la insercién y se encontro que
era correcta. La insercién era un alotipo 176V de FcyRllla. El vector final se llamé pEE13.4FcyRIIlaECD176VHis.

Expresién transitoria de FcyRIIIaECD176VHis en células Hek-293F

Se obtuvieron células Freestyle™ 293-F (un subclon de HEK-293 adaptado al cultivo en suspension y medio
Freestyle quimicamente definido, por ejemplo HEK-293F) de Invitrogen y se transfectaron con
pEE13.4FcyRIaECD176VHis segun el protocolo del fabricante utilizando 293fectina (Invitrogen). Los transfectantes
se cultivaron segun el protocolo del fabricante, y se utilizaron 200 ml de sobrenadante celular para la purificacion
como se describe posteriormente.

Purificacién de FcyRIIIaECD176VHis en columna Talon de centrifugacién (0,5 ml) BD TALON

Las columnas de centrifugacion BD TALON se obtuvieron en Clontech. Se retiraron las perlas de la columna y se
equilibraron con 1 x de tampoén de Equilibracién/Lavado pH 7,0 (50 mM de fosfato sédico y 300 mM de NaCl), y se
incubaron con 200 ml de sobrenadante del cultivo celular. Las perlas se lavaron con 1 x tampén de
Equilibracion/Lavado para eliminar proteinas unidas especificas y se eluyd la proteina marcada con His con 1 x de
tampon de elucion (50 mM de fosfato sédico, 300 mM de NaCl y 150 mM de imidazol) a pH 5,0. Tras la elucion de
FcyRIaECD176VHis (1 x de tampon de elucion (50 mM de fosfato sodico, 300 mM de NaCl y 150 mM de imidazol) a
pH 5,0), se re-equilibro la resina y se afiadio al flujo de la purificacion anterior. Las fracciones eluidas del proceso 1y
el proceso 2 se juntaron. Las fracciones agrupadas se desalaron en una columna PD-10 a PBS. La produccion de
proteina purificada se determiné midiendo la absorbancia a 280 nm utilizando el coeficiente de absorbancia tedrica
calculada a partir de la secuencia de aminoacidos de FcyRIIlaECD176VHis (SEC ID N° 2). El rendimiento tras la
purificacion era de 2,5 mg por 200 ml con una concentracion de 771 pg/ml. En la SDS-PAGE, la proteina migro
como una banda ancha (esto indica una proteina glucosilada muy heterogéneamente) y dos bandas mas pequefias
de alto MW. Se estimé que la pureza era aproximadamente del 90%.

EJEMPLO 5

Produccién de FcyRIIlaECD176FHis

Mutagénesis de pEE13.4FcyRIlIlaECD176VHis para construir pEE13.4FcyRIlIlaECD176FHis
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Se utiliz6 mutagénesis dirigida al sitio para cambiar el codén para Val176 de FcyRIllaECD176VHis en el vector
pEE13.4FcyRIlIlaECD176VHis en Phe. Se llevo a cabo la reaccion de mutagénesis dirigida al sitio utilizando el kit
Quick-Change Il XL Site-Directed Mutagenesis (Stratagene, Amsterdam, The Netherlands) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Este método incluia la introduccion de un sitio Hpy188lll silente extra al tamiz para la
mutagénesis satisfactoria. En resumen, se mezclaron 5 pl 10 x de tampon de reaccion, 1,25 pl de oligonucleétido P7
(100 ng/ul) (SEC ID N° 10), 1,25 pl de oligonucleétido P8 (125 ng/ul) (SEC ID N° 11), 1 ul de mezcla de dNTP, 3 pl
de Quicksolution, 1 ul de plasmido pEE13.4FcyRIlIlaECD176VHis (50 ng/ul) y 1 ul de ADN polimerasa Pfu Ultra HF
en un volumen total de 50 ul y se amplificé con un TGradient Thermocycler 96 (Whatman Biometra, Goettingen,
Germany; producto n® 050-801) utilizando un programa de 18 ciclos: desnaturalizacion a 95 °C durante 1 min; 18
ciclos de 95 °C durante 50 seg, 60 °C durante 50 seg, y 68 °C durante 10 min. Las mezclas se almacenaron a 4 °C
hasta un proceso posterior. A continuacion, las mezclas PCR se incubaron con 1 ul Dpnl durante 60 min a 37 °C
para digerir el vector y se almacenaron a 4 °C hasta un procesamiento posterior. Se transformaron 2 pl de la mezcla
de reaccién en células competentes de E. coli One Shot DH5a.-T1R de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Invitrogen).

Se seleccionaron dieciséis colonias por PCR de colonia y digestién con Hpy188lIl (se introdujo un sitio Hpy188ll
extra silente durante la mutagénesis) y 15 de las 16 colonias parecian que contenian cambios de nucleétido
correctos. Dos colonias positivas se cultivaron una noche, se aislo el plasmido ADN y se secuencié para confirmar
que se habia introducido la mutacién correcta. Ambas contenian la secuencia correcta y se escogié una para su
posterior propagacion y se llamé pEE13.4FcyRINIaECD176FHis. Para excluir la introduccion de mutaciones
adicionales durante el proceso de mutagénesis, toda | regidon codificante de FcyRllla de
pEE13.4FcyRIIlaECD176FHis se re-secuencié y no se encontraron mutaciones adicionales. El vector final se llamo
pEE13.4FcyRIlIlaECD176FHis.

Expresién transitoria de pEE13.4FcyRIIlaECD176FHis en células Hek-293F

Se obtuvieron células Freestyle™ 293-F (un subclon de HEK-293 adaptado al cultivo en suspension y medio
Freestyle quimicamente definido, por ejemplo HEK-293-F) de Invitrogen y se ftransfectaron con
pEE13.4FcyRIlIlaECD176VHis segun el protocolo del fabricante utilizando 293fectina (Invitrogen). Los transfectantes
se cultivaron segun el protocolo del fabricante, y se utilizaron 200 ml de sobrenadante celular para la purificacion
como se describe posteriormente.

Purificacién de FcyRIIlaECD176VHis en columna talon de centrifugacién (0,5 ml) BD TALON

Las columnas de centrifugaciéon BD TALON se obtuvieron en Clontech. Se retiraron las perlas de la columna y se
equilibraron con 1 x de tampoén de Equilibracién/Lavado pH 7,0 (50 mM de fosfato sédico y 300 mM de NaCl), y se
incubaron con 200 ml de sobrenadante del cultivo celular. Las perlas se lavaron con 1 x tampén de
Equilibracion/Lavado para eliminar proteinas unidas especificas y se eluyd la proteina marcada con His con 1 x de
tampon de elucion (50 mM de fosfato sédico, 300 mM de NaCl y 150 mM de imidazol) a pH 5,0. Tras la elucion de
FcyRIllaECD176EHis (con 1 x de tampdn de elucion), se re-equilibré la resina y se afiadié al flujo de la purificacion
anterior. Las fracciones agrupadas se desalaron en una columna PD-10 a PBS. La produccién de proteina purificada
se determiné midiendo la absorbancia a 280 nm utilizando el coeficiente de absorbancia tedrica calculada a partir de
la secuencia de aminoacidos de FcyRIIlaECD176EHis (SEC ID N° 3). El rendimiento tras la purificacion era de 1,5
mg por 200 ml, que resultaba en una concentracion de 613 ug/ml. En la SDS-PAGE, se apreciaba una banda ancha,
indicando una proteina glucosilada, Unica, pura.

EJEMPLO 6

Niveles de glucosilaciéon de diferentes lotes de zanolimumab

Nivel de glucosilacién de cadena pesada

Para estudiar la presencia de grupos de glucosilacién ligados a N en el dominio CH; de la cadena pesada, se
analizaron varios lotes de zanolimumab (MEV001, MEV004, MEV005, MRS-CD4-001, BNO78, BO118) con
diferencias potenciales en la glucosilacion de la cadena pesada por SDS-PAGE y Deteccion amperométrica pulsada
de intercambio aniénico a pH alto (HPAEC-PAD). Para la comparacién se prepararon los lotes de control: lote de
zanolimumab desglucosilado UNG-MRS-CD4,lote desglucosilado simulado MOCK-MRS-CD4 (derivado directamente
de MRS-CD4-001), y lotes mezclados (mezcla de lotes de referencia desglucosilados y completamente glucosilados)
M90-MRS-CD4 [90% de las cadenas pesadas glucosiladas] y M50-MRS-CD4 [50% de cadenas pesadas
glucosiladas].

Todos los lotes, incluyendo UNG-MRS-CD4 parecian intactos al determinarse por SDS-PAGE no reducida (Figura

1). Se confirmé que el lote UNG-MRS-CD4 estaba completamente desglucosilado, como se determiné por SDS-
PAGE no reducida (Figura 2).
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Los lotes MRS-CD4-001 y BNO78 contenian bajas cantidades de cadena pesada sin glucosilar (< 10%), el lote
BO118 contenia aproximadamente un 10% de cadena pesada no glucosilada. MEV001 también contenia una baja
cantidad de cadenas pesadas no glucosiladas. Los lotes MEV004 y MEV005 contenian cadenas pesadas no
glucosiladas con el MEV004 que contenia la cantidad mas alta (aproximadamente un 30%), seguido por el MEV005
(aproximadamente un 15%).

Tipo de glucosilacién de cadena pesada

Para estudiar el tipo de glucosilacion de cadena pesada, los lotes de zanolimumab se analizaron por HPAEC-PAD
(Tabla 1). Ninguno de los lotes contenia cantidades significativas de glucanos cargados. Los glucanos tipo complejo
con dos galactosas (G2 o G2F) eran casi indetectables.

El MRS-CD4-001 (que se fijé como lote de referencia) y el lote MEV005 contenian una cantidad similar de glucanos
tipo oligomanosa-5 (M5), pero el MEV005 contenia menos de glucanos no fucosilados en el centro en comparacion
con el MRS-CD-001. El lote MEV005 también contenia el mas alto porcentaje de glucanos fucosilados en el centro
sin galactosa (GOF) de todos los lotes, aproximadamente un 20% mas que el lote de referencia MRS-CD4-001.

El lote BNO78 era comparable al lote de referencia MRS-CD4-001, con cantidades similares de GOF, glucanos
fucosilados en el centro con una galactosa (G1F) y glucanos no fucosilados en el centro, aunque el lote BN078
contenia mas M5. El lote BO118 se caracterizaba por un aumento de la cantidad de GOF y una disminucion de la
cantidad de glucanos no fucosilados en el centro en comparacion con el MRS-CD4-001.

El MRS-CD4-001 y MOCK-MRS-CD4 eran altamente comparables, como se esperaba (el MOCK-MRS-CD4 se
deriva directamente del lote de referencia MRS-CD4-001). Se confirmé que el lote UNG-MRS-CD4 no contenia
glucanos (datos no mostrados).

Tabla 1
Revision de los perfiles de glucano en los lotes de zanolimumab determinados por HPAEC-PAD.
Lote de

Zanolimumab A B c D E
MRS-CD4-001 >99% 46,3 22,2 5,7 14,0
MEV001 Nt Nt Nt Nt Nt
MEV005 >99% 65,0 16,3 5,8 8,7
BNO78 >99% 43,7 20,2 8,1 16,6
BO118 >99% 56,0 18,9 4,8 11,0
UNG-MRS-CD4 Ns Ns Ns Ns Ns
MOCK-MRS-CD4 >99% 445 21,2 5,8 15,4
M50-MRS-CD4 Nt Nt Nt Nt Nt
M90-MRS-CD4 Nt Nt Nt Nt Nt

: Porcentaje de glucanos neutros

Porcentaje de glucanos fucosilados en el centro sin galactosa (GOF; porcentaje del area del
pico total)

Porcentaje de glucanos fucosilados en el centro con una galactosa (G1F; porcentaje del area
del pico total)

Porcentaje de oligomanosa de estructura tipo 5 (M5, porcentaje del area del pico total)
Porcentaje de glucanos no fucosilados en el centro (porcentaje del area del pico total). Los
glucanos no fucosilados en el centro se calcularon segun la formula: GO/[GO + GOF’])*100 en
la que GO es el porcentaje de glucanos no fucosilados en el centro, y GOF’ es el porcentaje de
glucanos fucosilados en el centro tras el tratamiento con B-galactosidasa (GOF+G1F)

Ns No mostrado

Nt No ensayado

mo o Wx

EJEMPLO 7

Correlacion de las diferencias de glucosilacién con la actividad ADCC |

La capacidad de varios lotes de zanolimumab (véase el ejemplo 6) para inducir ADCC mediada por células NK de
células T CD4+ primarias se estudié por citometria de flujo (Figura 3).

Se recolectd sangre periférica humana de voluntarios sanos (tras un consentimiento informado) por venopuncién y
se proporcion6 en forma de capa leucocitica (Sanquin, Utrecht, The Netherlands). Se afiadié PBS estéril a la sangre
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humana, y se separaron las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) por centrifugacion en gradiente de
densidad con lymphoprep (Medio de Separaciéon de Linfocitos; BioWhittaker, via Cambrex Verviers, Belgium;
producto n° 17-829E) a 800 x g durante 20 min (freno 0) durante 20 minutos. Se retiraron las PBMC en la interfase
de gradiente y se lavaron 3 veces con PBS (400 x g durante 7 minutos, freno 3) antes de la resuspension en RPMI.
Se aislaron las células T CD4+ por seleccion negativa utilizando el kit de aislamiento negativo de células T CD4+
Dynal® (Dynal Biotech GmbH, Hamburg, Germany; producto n° 113.11) de acuerdo con el protocolo del fabricante.
Las células NK se aislaron se aislaron por seleccion negativa utilizando el kit de aislamiento negativo de células T
CD4+ Dynal® (Dynal Biotech GmbH, Hamburg, Germany; producto n® 113.15) de acuerdo con el protocolo del
fabricante. Las células T CD4+ se marcaron con el marcador de membrana celular fluorescente PKH26 (PKH26
labeling kit, Sigma-Aldrich Chemie, Zwijndrecht, The Netherlands; producto n® PKH26- GL) de acuerdo con el
protocolo del fabricante. Las células T CD4+ marcadas con PKH26 se transfirieron entonces a placas de fondo
redondeado de 96 pocillos a 2,5- 5*10* células/pocillo en 50 pl (dependiendo del rendimiento de células NK tras el
aislamiento, la cantidad de células T por pocillo se ajustd para obtener una relacion entre célula efectora: célula
diana de 10:1). Luego, los lotes de zanolimumab diluidos (intervalos de dilucién indicados en los graficos) se
afiadieron en 50 pl y se incubaron a 4 °C durante 10 min. Posteriormente, se afiadieron 100 pl de células NK a 2,5-
5*10° células/pocillo, y las células se centrifugaron, tras lo cual las células aglomeradas se incubaron a 37 °C
durante 4 h. Para valorar la lisis espontanea, se cultivaron las células diana en un medio de cultivo en ausencia de
células NK. Luego, se tifieron las células con TO-PRO®-3. (tifie células permeables; Molecular Probes, Leiden, The
Netherlands; producto n® T3605; 1: dilucion final 100.000) justo antes del analisis. Se valord la fluorescencia
asociada a células por citometria de flujo utilizando FACSCalibur™ vy el software Quest Pro celular (Becton
Dickinson) con los ajustes de compensacion apropiados. El porcentaje de lisis de células se calculé dividiendo el
numero de células TO-PRO®-3+ con la poblacién celular PKH26+ por el nimero total de células PKH26+.

Como los analisis de cuatro parametros logisticos que permiten niveles mas altos variables mostraban que no todas
las curvas alcancen un nivel mas alto similar, se calculé la actividad y actividad relativa de los lotes (en vez de la
potencia) utilizando los valores CEsp de curvas con minimos fijos.

Los lotes BN078, BO118, MOCK-MRS-CD4 y M90-MRS-CD4 eran comparables a MRS-CD4-001 (que se utilizd
como el lote de referencia) con respecto a su actividad de induccion de ADCC. Los lotes MEV005, M50-MRS-CD4
parecen inducir ADCC mediada por células NK con una eficacia menor que el lote de referencia MRS-CD4-001.

Cuando se estudian los resultados de los lotes de referencia y de control, parece existir una clara correlacion entre el
nivel de cadenas glucosiladas y la capacidad para inducir ADCC. El lote de referencia completamente glucosilado
mostraba la maxima actividad ADCC, mientras que el lote M50-MRS-CD4 (que contenian un 50% de zanolimumab
no glucosilado) mostraba una actividad mucho mas reducida en la inducciéon de ADCC. El lote M90-MRS-CD4 (que
contiene un 10% de zanolimumab no glucosilado) tenia una capacidad similar para inducir ADCC como la referencia.

Los resultados con los lotes de ensayo en cuanto a esto, en los lotes MEV005 y BO118 que contiene una cierta
cantidad de cadenas pesadas no glucosiladas mostraban una capacidad reducida para inducir ADCC.

El analisis de los lotes MEV005 y BO118 mostraba que estos lotes poseen también un nivel aumentado de
fucosilacion, lo que puede sugerir que la fucosilacion contribuye a la capacidad reducida de estos lotes para inducir
ADCC (Shields, R. L. et al., J Biol Chem 277, 26733 (2002), y Okazaki, A. et al., J Mol Biol 336, 1239 (2004)).
EJEMPLO 8

Correlacion entre las diferencias de glucosilacion con actividad ADCC |l

La capacidad de la mezcla de varios lotes desglucosilados para inducir ADCC mediada por NK de células T CD4+ se
estudio por citometria de flujo (véase el ejemplo 7). Los resultados de uno representativo de 3 experimentos (véase
los datos de la Figura 4) se muestran como la lisis especifica de células T CD4+ en presencia de un intervalo de
concentracion de los lotes desglucosilados (parcialmente) (puntos de datos uUnicos). El ajuste de la curva se llevo a
cabo utilizando el ajuste logistico de 4 parametros, con el minimo fijado en un valor comun (Figura 4A). Ademas, el
ajuste se llevé a cabo utilizando el ajuste con 4 parametros logisticos con restricciones en el nivel mas bajo, el nivel
mas alto y la pendiente (Figura 4B). Se calcularon utilizando los valores CEsg de las curvas fijadas maxima, minima y
la pendiente, se calcularon las potencias relativas de MRS-CD4-002. Ademas, se calcularon las potencias relativas
con respecto al lote parental GMP#3 (lote utilizado para preparar lotes desglucosilados y mezcla de lotes) (Tabla 2).
En comparacion con el lote MRS-CD4-001, el lote GMP#3 y el MOCK- GMP#3-CD4, un lote GMP#3 desglucosilado
simulado tiene una actividad ADCC ligeramente aumentada. Los lotes mezclados M50-GMP#3-CD4, M70-GMP#3-
CD4, y M90-GMP#3 (mezcla de lotes GMP#3 desglucosilados y glucosilados), que contienen GMP#3 con un 50%,
30% y 10% desglucosilados respectivamente, tienen potencias con respecto a GMP#3 de 0,31, 0,59 y 0,87, que
muestran una actividad ADCC disminuida con cantidades disminuidas de cadenas pesadas glucosiladas. En
conclusién parece que existe una clara correlacion entre el nivel de cadenas pesadas glucosiladas y la capacidad
para inducir ADCC.
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Tabla 2
Lote de Zanolimumab Potencia relativa (ADCC)
Exp 1 Exp 2 Exp media + SD

MRS-CD4-001/GMP#1 1,00 1,00 1,00 1,00
GMP#3 0,98 1,30 1,45 1,24 £ 0,24 (1,00)*
MOCK-GMP#3-CD4 1,38 1,55 1,42 1,45+ 0,09 (1,17)*
M50-GMP#3-CD4 0,14 0,64 0,39 0,39 £ 0,25 (0,31)*
M70-GMP#3-CD4 0,37 1,03 0,79 0,73 £ 0,33 (0,59)*
M90-GMP#3-CD4 0,74 1,18 1,33 1,08 £ 0,31 (0,87)*

*potencia respecto al lote GMP#3, del que se derivan estos lotes de ensayo

Potencias relativas (derivados de los valores CEsy de las curvas fijadas
restrictivamente en el nivel mas bajo, nivel mas alto y pendiente) con respecto al lote
de referencia MRS-CD4-001 y se muestran las medias con DE (desviacion estandar).
En paréntesis se dan las potencias relativas relacionadas con el lote GMP#3 parental.

EJEMPLO 9

ELISA de unién de FcyRIIla176V y correlacion con ADCC |

Se ensayaron varios lotes de zanolimumab (véase el ejemplo 6) en cuanto la unién con FcyRIlla176V.

Se revistié una placa Greiner con 100 pl de 2,5 pg/ml de FcyRIlla176V (preparado como se describe en el ejemplo 4)
y se incubaron durante una noche a 4 °C. Las placas se lavaron 3 veces con 200 H de PBST (PBS que contiene
0,05% de Tween-20 (Sigma-Aldrich Chemie B.V., Zwijndrecht, NL; cat. 63158)) y 100 pul de muestras de
zanolimumab diluidas en serie (concentraciones de zanolimumab de 300, 75, 18,75, 4,69, 0,29, 1,17, 0,07, y 0,02
png/ml). Las placas se incubaron 60 min a temperatura ambiente, bajo condiciones de agitado y se lavaron entonces
3 veces con 200 pl de PBST seguido por la adicién de conjugado diluido 1:4000 de fragmento G-a-Hu-IgG F(ab’),
affinipure conjugado con peroxidasa, Fragmento F(ab’), especifico ((Jackson ImmunoResearch, Brunschwig Chemie
B.V., Amsterdam, The Netherlands). Las placas se incubaron de nuevo 60 min a temperatura ambiente bajo
condiciones de agitado y luego se lavaron 3 veces con 200 pl de PBST. Se afiadieron 100 pl de ABTS (Roche, n° de
cat. 1112597) y las placas se incubaron 30 minutos bajo condiciones de agitado. Se paro6 la reaccién con la adicion
de 100 pl de acido oxalico al 2% y se midio la absorbancia a 405 nm. Los resultados se muestran en la Figura 5.

Como el analisis de los cuatro parametros logisticos que permiten niveles mas altos variables mostraban que todas
las curvas alcanzaban un nivel mas alto similar, se calcularon la potencia y la potencia relativa de los lotes utilizando
los valores CEsp de las curvas con niveles minimos, niveles maximos y pendientes fijados.

Los lotes BNO78 y MOCK-MRS-CD4 se unieron similarmente al FcyRIlla176V unido a la placa como el lote de
referencia MRS-CD4-001. Los lotes MEV001, MEV005, BO118, M50-MRS-CD4 y M90-MRS-CD4 parecen tener una
potencia mas baja de unién al FcyRIlla176V unido a la placa. Los lotes MEV001, MEV005, BO118 y M50-MRS-CD4
eran comparables con respecto a la union al FcyRIlla176V unido a la placa, con potencias elativas de 0,4-0,5. El
M90-MRS-CD4 se comporta de manera diferente a lo esperado, y se une con una potencia relativa de
aproximadamente 0,7 (lo esperado era 0,9).

Parece que existe una clara correlacion entre el nivel de cadenas pesadas glucosiladas y la capacidad de unirse a
FcyRI1a176V a partir de los estudios con lotes de referencia y de control. El lote de referencia totalmente glucosilado
mostraba la unién maxima a FcyRIlla176V, mientras que el lote M50-MRS-CD4 mostraba una unién muy reducida y
el lote M90-MRS-CD4 mostraba una unién intermedia.

Los resultados con los lotes de ensayo se ajustan a esto, en que los lotes MEV005 y BO118, que contienen un 30%,
y un 10% de cadenas pesadas glucosiladas, mostraban una uniéon muy reducida a FcyRIlla176V. No se esperaba el
hallazgo de que el lote MEV001 también mostrara una unién a FcyRIlla176V muy reducida, aunque este lote no
parece que contenga cadenas pesadas sin glucosilar como se detecta por SDS-PAGE.

En total se puede concluir que existe una correlacion entre la induccion de ADCC (Figura 3) y la union de
FcyRIIa176V purificado (Figura 5).
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EJEMPLO 10

ELISA de unién de FcyRIIla176V y correlacion con ADCC I

Se ensayo la capacidad de varios lotes mezclados desglucosilados de zanolimumab (véase el ejemplo 8) para
unirse a FcyRIlla176V.

Se revistid una placa de Greiner con 100 pl de 2,5 ug/ml de FcyRIlIa176V (preparada como se describe en el
ejemplo 4) y se incubd durante una noche a 4 °C. Se lavaron las placas 3 veces con 200 ul de PBST y 100 ul de
muestras de zanolimumab diluidas en serie (concentraciones de zanolimumab de 300, 75, 18,75, 4,69, 0,29, 1,17,
0,07, y 0,02 pg/ml. Las placas se incubaron 60 min a temperatura ambiente, bajo condiciones de agitado y se
lavaron entonces 3 veces con 200 ul de PBST seguido por la adiciéon de conjugado diluido 1:4000 de fragmento G-a-
Hu-lgG F(ab’). affinipure conjugado con peroxidasa, Fragmento F(ab’), especifico ((Jackson ImmunoResearch,
Brunschwig Chemie B.V., Amsterdam, The Netherlands). Las placas se incubaron de nuevo 60 min a temperatura
ambiente bajo condiciones de agitado y luego se lavaron 3 veces con 200 ul de PBST. Se afiadieron 100 ul de ABTS
(Roche, n° de cat. 1112597) y las placas se incubaron 30 minutos bajo condiciones de agitado. Se paré la reaccion
con la adicion de 100 pl de acido oxalico al 2% y se midio la absorbancia a 405 nm. Los resultados se muestran en
la Figura 6.

El ajuste de la curva se llevo a cabo utilizando el ajuste de 4 parametros logisticos, con restricciones del nivel mas
bajo, el nivel mas alto, y la pendiente (Figura 6). Utilizando la CEsp de las curvas con valores mas altos, mas bajos y
pendiente fijados, se calcularon las potencias relativas para MRS-CD4-001. Ademas, se calcularon las potencias
relativas con respecto al lote parental GMP#3 (lote utilizado para preparar lotes desglucosilados y mezcla de lotes)
(Tabla 3).

Tabla 3
Unioén de los lotes de zanolimumab al FcyRIlla176V unido a la placa
Lote de Zanolimumab Potencia relativa (unién a FcyRIlla176V)
Exp 1 Exp 2 media + DE

MRS-CD4-001/ GMP#1 1,00 1,00 1,00
GMP#3 1,12 1,12 1,12 + 0,00 (1,00)*
UNG-GMP#3-CD4 Nd Nd -
MOCK-GMP#3-CD4 1,23 1,23 1,23 + 0,00 (1,09)*
M50-GMP#3-CD4 0,50 0,60 0,55 + 0,07 (0,49)*
M70-GMP#3-CD4 0,71 0,88 0,80 £ 0,12 (0,71)*
M90-GMP#3-CD4 0,91 1,16 1,04 + 0,18 (0,93)*

Se muestran las potencias relativas (derivadas de los valores de CEsp de
las curvas con restricciones fijadas en el nivel mas bajo, el nivel mas alto y
la pendiente) con respecto al lote de referencia MRS-CD4-001 y las
medias con DE. Entre paréntesis se dan las potencias relativas con
respecto al lote parental GMP#3.

En comparacion con el lote MRS-CD4-001, el lote GMP#3 y el lote MOCK-GMP#3-CD4, un lote GMP#3
desglucosilado simulado tienen un ligero aumento de la unién a FcyRIIla176V. Los lotes mezclados M50-GMP#3-
CD4, M70-GMP#3-CD4, y M90-GMP#3 (mezcla de lotes GMP#3 desglucosilados y glucosilados), que contienen un
50%, un 30% y un 10% de GMP#3 desglucosilado respectivamente, tienen potencias respecto a GMP#3 de 0,49,
0,71, y 0,93, mostraban un descenso de unién a FcyRIlla176V con un descenso de las cantidades de cadenas
pesadas glucosiladas, En conclusion parece que existe una correlacion clara entre el nivel de cadenas pesadas
glucosiladas y la capacidad de unirse a FcyRIlla176V (Figura 7).

De nuevo, existe una correlacion entre la ADCC y la union a FcyRIIla176V (Figura 8)..
EJEMPLO 11

Union al antigeno

La union de los lotes de zanolimumab a proteina CD4 purificada se estudié por ELISA (Figura 9). Se recubrieron con
sCD4 (Immuno Diagnostics, Woburn, MA, USA, n° cat. 7001-10) placas de fondo plano de 96 pocillos (Greiner,
Alphen a/d Rijn, NL, n° cat. 655092) a 0,5 pug/ml (100 pl/pocillo) en PBS por incubacion a 4 °C durante una noche. Se
vaciaron la placas y se bloquearon los sitios de unién no especificos residuales con 200 pl/pocillo de PBSC (PBS
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que contenia un 2% (v/v) de suero de pollo (Invitrogen, Breda, NL, n° cat. 16110-082)) a temperatura ambiente
durante 1 hora en un agitador. Se prepararon diluciones de lotes de zanolimumab, variando desde 2000 ng/ml a 0,49
ng/ml, por diluciones de 4 veces seriadas PBSTC (PBS que contenia un 0,05% (v/v) de Tween-20 (Sigma-Aldrich
Chemie B.V., Zwijndrecht, NL; cat. 63158) y un 2% (v/v) de suero de pollo). Tras vaciar las placas, se afiadieron 100
wl de las diluciones a las placas revestidas, y se incubaron a temperatura ambiente durante dos horas en un
agitador. Las placas se vaciaron y se lavaron 3 vece con PBST 1 x (200 pl/pocillo). Se diluyé el conjugado anti-
HulgG F(ab’); espec-HRP de cabra (Jackson InmunoResearch) 1:10.000 en PBSTC 1 x y se afiadieron 100 pl por
pocillo. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora en un agitador. Las placas se vaciaron y se
lavaron 3 veces con PBST 1 x (200 pl/pocillo). Las placas se taparon con papel absorbente para eliminar todo fluido
residual. Se disolvio un comprimido de sustrato ABTS (50 mg Roche Diagnostics NL, Aimere, NL, n° cat. 1122422)
en 50 ml de tampdn ABTS (Roche, n° cat. 1112597) y se afiadieron 100 pl por pocillo. Se envolvieron en papel de
aluminio y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos en un agitador. Se par6 la reaccion con 100
pl/pocillo de acido oxalico al 2% (Sigma-Aldrich Chemie B.V.). Se leyé la absorbancia a 405 nm en un
espectrofotometro (ELISA-EL808, Beun de Ronde, Abcoude, NL).

Como el analisis de cuatro parametros logisticos que permite niveles mas altos variables mostraba que todas las
curvas alcanzaban un nivel mas alto similar, se calcularon la potencia y la potencia relativa de los lotes utilizando los
valores CEsg de curvas con niveles mas bajos, niveles mas altos y pendientes fijadas.

En comparacion con el lote de referencia MRS-CD4-001, todos los otros lotes se unian de manera similar al sCD4
unido a la placa, a pesar de claras diferencias en la glucosilacion de los lotes. Se deberia sefalar que la variacion en
este ensayo era relativamente alta.

EJEMPLO 12

Uniodn al antigeno |l

La unién de los lotes mezclados de zanolimumab (véase el ejemplo 8) a proteina CD4 purificado se estudié por
ELISA (Figura 10).

Se recubrié una placa Greiner con 100 pl de 2,0 pg/ml de sCD4 (Immuno Diagnostics, Woburn, MA, USA, producto
n® 7001-10) y se incubd una noche a 4 °C. Se lavaron las placas 3 veces con 200 pl PBST y 100 pl de muestras de
zanolimumab diluidas en serie (concentraciones de zanolimumab de 1000, 250, 62,5, 15,62, 3,9, 0,98, 0,24, y 0,06
ng/ml). Las placas se incubaron 60 minutos a temperatura ambiente, bajo condiciones de agitado y se lavaron
entonces 3 veces con 200 ul de PBST seguido por adicion de conjugado diluido 1:20000 de Fragmento F(ab’),
especifico, G-a-Hu-IgG affinipure conjugado con peroxidasa (Jackson ImmunoResearch, Brunschwig Chemie B.V.,
Amsterdam, The Netherlands). Las places se cultivaron de nuevo durante 60 minutos a temperatura ambiente bajo
condiciones de agitado y luego se lavaron 3 veces con 200 pul de PBST. Se afadieron 100 ul de ABTS (Roche, n°
cat. 1112597) y se incubaron las placas durante 30 min bajo condiciones de agitado. La reaccion se pard con la
adicion de 100 pl de acido oxalico al 2% y se midi6 la absorbancia a 405 nm.

Como el analisis de cuatro parametros logisticos que permite niveles mas altos variables mostraba que todas las
curvas alcanzaban un nivel mas alto similar, se calcularon la potencia y la potencia relativa de los lotes utilizando los
valores CEsg de curvas con niveles mas bajos, niveles mas altos y pendientes fijadas (Tabla 4).

Tabla 4
Union de la mezcla de lotes desglucosilados de zanolimumab a CD4 unido
a la placa

Lote de Zanolimumab Potencia relativa (unién a sCD4)

Exp 1 Exp 2 Media = DE
MRS-CD4-001/GMP#1 1,00 1,00 1,00
GMP#3 0,91 0,92 0,92 + 0,01
UNG-GMP#3-CD4 0,96 1,01 0,99 + 0,04
MOCK-GMP#3-CD4 0,98 0,85 0,92 + 0,09
M50-GMP#3-CD4 1,03 0,90 0,97 + 0,09
M70-GMP#3-CD4 0,84 0,91 0,88 + 0,05
M90-GMP#3-CD4 0,94 0,94 0,94 + 0,00

Las potencias relativas (derivadas de los valores CEsp de las corvas con
restricciones fijas del nivel inferior, nivel superior y pendiente) con respecto
al lote MRS-CD4-001 de referencia y se muestran las medias con DE. El
GMP#3 es el lote de la patente

En comparacién con el lote MRS-CD4-001 de referencia, todos los demas lotes se unian de manera similar al sCD4
unido a la placa, a pesar de las claras diferencias en la glucosilacion de los lotes.
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EJEMPLO 13

Inhibicion de la produccién de IL-2

La capacidad de los lotes de zanolimumab (véase el ejemplo 6) para inhibir la produccion de IL-2 por las PBMC
activadas se estudié por un ensayo anidado (ensayo de activacion de células T seguido por un ELISA IL-2)
utilizando el kit de ELISA de citoquina IL-2 obtenido en U-CyTech (Utrecht, The Netherlands; producto n°® CT202) o
en BD Biosciences (Alphen aan de Rijn, The Netherlands; producto n® 550611) y siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Se estimularon las PBMC (105 células por pocillo) en placas de fondo plano de 96 pocillos con anti-CD3 unido a la
placa (100 ng/ml) y anti-CD28 soluble (100 ng/ml) en presencia de una dilucién seriada (o series seleccionadas) del
anticuerpo de referencia o la muestra de ensayo. De treinta y ocho a cuarenta y dos horas mas tarde se recolectaron
los sobrenadantes libres de células, se diluyeron en un tampén de dilucién y se transfirieron a placas ELISA de 96
pocillos. La concentracion de IL-2 se determind en pg/ml por medio de un ELISA utilizando el kit ELISA IL-2 que
incluye una IL-2 de referencia.

Como el analisis de cuatro parametros logisticos que permite niveles superiores variables mostraba que todas las
curvas alcanzaban un nivel superior similar, se calcularon la potencia y la potencia relativa de los lotes utilizando los
valores CEsg de las curvas con niveles inferiores, niveles superiores y pendiente fijados; como el UNG-MRS-CD4 no
alcanzaba el mismo nivel inferior, este lote se excluyd de esté andlisis. Las potencias relativas se calcularon
utilizando la media de la CEsp de dos curvas MRS-CD4-001. Los calculos se llevaron a cabo para cada una de las
placas individuales.

Se ensay6 la capacidad de los lotes de zanolimumab para inhibir la produccién de IL-2 como se ha descrito
anteriormente. Los resultados se muestran como el nivel de IL-2 en el sobrenadante en muestras duplicadas. El
panel completo de lotes de zanolimumab se ensay¢ utilizando cuatro placas y se ensayé dos veces por experimento.
Uno de los dos experimentos se muestra (Figura 11).

Se ensay6 la capacidad de los lotes de zanolimumab para inhibir la produccién de IL-2 como se ha descrito
anteriormente. Se muestra la actividad relativa (derivada de los valores de la CEs de las curvas fijadas al minimo)
con respecto al lote de referencia MRS-CD4-001 (media de la CEsg de 2 curvas de MRS-CD4-001) de los dos
experimentos (Tabla 5).
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Todos los lotes de zanolimumab, excepto el lote de control UNG-MRS-CD4, inhibian la produccion de IL-2. Los lotes
MOCK-MRS-CD4, M90-MRS-CD4, BN078 y MEV005 inhibian de una manera similar al MRS-CD4-001. El lote
BO118 inhibia en mayor extension, y los lotes M50-MRS-CD4 y MEV001 en una menor extension. Existia una alta
variabilidad entre y en los experimentos. Cuando se estudiaron los resultados con los lotes de referencia y de
control, el nivel de cadenas pesadas glucosiladas parece que se correlacionaban en cierta extension con la
capacidad de inhibir la produccion de IL-2 por las células T activadas. El lote de referencia completamente
glucosilado mostraba la maxima actividad, mientras que el lote M50-MRS-CD4 mostraba una capacidad de inhibir la
produccion de IL-2 mucho menor. El lote M90-MRS-CD4 tenia una capacidad similar para inhibir la produccion de IL-
2 que la referencia.

El lote de ensayo MEV005, que contenia un 30% de cadenas pesadas no glucosiladas, mostraba una capacidad
reducida de inhibicion de la produccion de IL-2. Sin embargo, el lote MEVO001 que no parecia contener cadenas
pesadas no glucosiladas, también mostraba una capacidad de inhibicion de produccion de IL-2, mientras que el lote
BO118, contenia un 10% de cadenas pesadas no glucosiladas era muy capaz de inhibir la produccion de IL-2,
incluso a un nivel ligeramente mayor que la referencia.

EJEMPLO 14

Seleccién por unién a FcR y unién a CD4 de varios lotes de zanolimumab por un ensayo basado en AlphaScreen™

Se ensayaron varios lotes de zanolimumab (véase el ejemplo 8) por unién a FcyRIlla176V y a CD utilizando un
ensayo basado en AlphaScreen™ simple.

Se acoplé FcyRIIla176V marcado con His a perlas aceptoras de Ni. Las perlas se lavaron para eliminar el
FcyRIlla176V marcado con His no unido, Se acoplé sCD4-biotina con perlas donantes de SA. Se lavaron las perlas
para eliminar el sCD4-biotina no unido. Se prepararon los intervalos de dilucion del lote de referencia MRX-CD4-001
y H-lgG (intervalo: 90, 30, 3, 1, 0,3, 0,03, y 0 ug/ml). SE puso en los pocillos un volumen variable de perlas
aceptoras de Ni-FcyRIlla176V marcado con His en una optiplaca de 384 pocillos, seguido por la adicion de un
volumen fijo de zanolimumab o H-IgG y un volumen fijo de perlas donantes de SA-sCD4-biotina. Tras la incubacion a
temperatura ambiente en oscuridad durante 1 hora, las mezclas de perla/anticuerpo se analizaron utilizando un
aparato EnVision™ con el ‘marcador alphascreen’.

La Figura 12 confirma que la tendencia en la capacidad relativa de unién es similar en ambos experimentos. El lote
M50-MRS-CD4 mostraba una capacidad media del 53% del lote de referencia, de acuerdo con lo esperado. El lote
M90-MRS-CD4 mostraba una capacidad alrededor de un 75%, que era algo menor de lo esperado. Los lotes BO118
y BNO78 mostraban una capacidad de union similar (del 88% y 89%). Los lotes MEV005 y MOCK-MRS-CD4 tenia
una capacidad ligeramente menor (84% y 81%).

EJEMPLO 15

Union a FcyRI unido a células

Se ensayaron varios lotes de zanolimumab (véase el ejemplo 8) en cuanto a la unién de FcyRI unido a células.

Se recolectaron células IIA1.6 y 1IA1.6- FcyRI (amablemente proporcionadas por Ms. L. Bevaart, (Dept. of
Immunotherapy, University Medical Centre Utrecht, Utrecht, The Netherlands)) y contadas por exclusion en Azul
Tripan. Las células se centrifugaron a temperatura ambiente a 500 g durante 5 min, se desechd el sobrenadante y
se resuspendieron las células en un tampdn de tincién (PBS que contenia un 1% de BSA v/v (Roche, Almere, NL) y
0,01% viv de azida (Sigma-Aldrich Chemie B.V.)) a 1 x 10° células por ml y se transfirieron a placas con el fondo en
V de 96 pocillos a 100 pl/pocillo (Greiner, Frickenhausen, Germany, n°® cat. 651101). Se prepararon diluciones del
zanolimumab, variando de 10000 ng/ml a 9,8 ng/ml, por dilucién seriada de 2 veces en tampodn de tinciéon. Se
afiadieron a las células 100 ul de muestra, un control IgG2 negativo (sitio de unién, Birmingham, UK, n° cat. BP080),
o tampon de tincion y se incubaron a 4 °C durante 30 min. Se lavaron las células 3 veces con 150 pl de tampodn de
tincion por pocillo, y se centrifugaron a temperatura ambiente a 500 g durante 5 min. Se afiadieron 100 pl por pocillo
de F(ab’)2-Gt-anti-Hu-IgG-F(ab’)2-FITC (Jackson, Pennsylvania, USA, n° cat. 109-096-097; diluido 1:100 en tampdn
de tincion) a los aglomerados celulares, y se incubaron a 4 °C durante 30 min. Las células se lavaron 3 veces con
150 pl de tampdn de tincion y se transfirieron a tubos de 1,3 ml. Se analizaron las células utilizando FACSCalibur™
(BD) o FACScan™ (BD).

En comparacion con el lote de referencia MRS-CD4-001, la mayoria de los lotes se unieron en una cantidad
ligeramente menor al FcyRI unido a las células, a pesar de las diferencias en la glucosilacion de los lotes. Se deberia
sefialar que la variacion en este ensayo era relativamente alta. Ademas, el lote M50-MRS-CD4, que contenia solo el
50% de cadenas pesadas glucosiladas tenia una capacidad de unién mas baja. El lote UNG-MRS-CD4 a duras
penas se unia al FcyRI unido a la placa (Figura 13).
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EJEMPLO 16

Union a FcyRI unido a la placa

Se ensayaron varios lotes de zanolimumab (véase el ejemplo 8) en cuanto a la unién a FcyRI unido a la placa.

Se revistieron placas de fondo plano y 96 pocillos (Greiner, Alphen a/d Rijn, NL, n° cat. 655092) con FcyRI
recombinante marcado con His (Genmab B.V., Utrecht, NL, n° de lote EX2005-0403-016-TVE) a 1,5 pg/ml (100 pl)
en PBS por incubacién a 4 °C durante una noche. Se lavaron las placas 3 veces con PBS, se vaciaron y se
bloguearon los sitios de unién no especifica con 200 pl/pocillo de PBSC a temperatura ambiente durante 1 hora. SE
prepararon las diluciones de los lotes de zanolimumab, variando desde 4000 mg/ml a 31,25 ng/ml, por diluciones en
serie de 2 veces en PBSTC. Se afiadieron 100 ul de muestra diluida, y se incubaron a temperatura ambiente durante
2 horas. Se vaciaron las placas y se lavaron 3 veces con PBST 1 x (200 ul/pocillo). El conjugado, [fragmentos
F(ab’);]-anti-HulgG de cabra F(ab’), espec-HRP (Jackson, n° cat. 109-096-097) (en EX2005-0505-008-MVO se
utilizé el conjugado anti-HulgG F(ab’), espec-HRP de cabra, Jackson n°® cat. 109-035-097), se diluyé 1:10.000 en
PBSTC 1 x, y se afiadieron 100 ul de conjugado por pocillo. Se incubaron las placas a temperatura ambiente durante
1 hora. Las placas se vaciaron y se lavaron 3 veces con PBST 1 x (200 pl/pocillo). Las placas se taparon con papel
absorbente para retirar todo fluido residual. Se disolvié un comprimido de sustrato ABTS (50 mg (Roche Diagnostics
NL, Almere, NL, n° cat. 1122422) en 50 ml de tampon ABTS ((Roche, n° cat. 1112597) y se afiadieron 100 ul por
pocillo. Las placas se envolvieron en papel de aluminio y se incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos.
La reaccion se pard con 100 ul por pocillo de acido oxalico al 2% [Sigma-Aldrich Chemie B.V.]. Se leyo la
absorbancia en un espectrofotémetro [ELISAEL808, Beun de Ronde, Abcoude, NL] a 405 nm.

En comparacion con el lote de referencia MRS-CD4-001, la mayoria de los lotes se unian ligeramente menos al
FcyRI unido a células, a pesar de las diferencias de la glucosilacion de los lotes. Se deberia sefialar que la variacion
en este ensayo era relativamente alta. Aun asi, el lote UNG-MRS-CD4 no mostraba mucha unién con el FcyRI unido
a la placa (Figura 14).

EJEMPLO 17

Correlacién de la capacidad para inducir ADCC por los lotes de zanolimumab con las potencias relativas medidas
por la unién a CD4, FcyRI, FcyRIlla176V, o la combinacion de union de CD4 y FcyRIlla176V

Se ensayaron varios lotes de zanolimumab (véase el ejemplo 8) en cuanto a la unién a FcyRI unido a la placa.

Se organizaron varios lotes de zanolimumab de referencia y mezclados (diferentes en cuanto a la glucosilacion de
cadenas pesadas) segun el nivel de cadenas pesadas glucosiladas presentes y la correlacion potencial con los
varios ensayos.

En comparacion con el lote MRS-CD4-001 de referencia, los lotes UNG-MRS-CD4, M50-MRS-CD4, y M90-MRS-
CD4 se unian todos de manera comparable al CD4 (Figura 15B; también Figura 9), sin embargo se diferenciaban en
la unién a FcyRI (Figura 15C; también las Figuras 13 y 14) y FcyRIlla176V (Figura 15D; también Figura 5), que se
correlaciona con el nivel de glucosilaciéon en las cadenas pesadas. También existe esta correlacion en el ensayo
AlphaScreen™ (Figura 15E; Figura 12) y en ADCC funcional (Figura 15A; también Figura 13).

Estos datos indican que la unién al FcyRI se correlaciona con las actividades mediadas por Fc de anticuerpo que
tiene un papel critico en el mecanismo de accion.

EJEMPLO 18

La desialilacién de FcyRIlla176V mejora la realizacién del ELISA de unién a FcyRIlla176V

Se ensayaron dos lotes de FcyRIlla176V derivados de células CHO-K1SV en cuanto a su idoneidad en un ELISA de
union de FcyRIIla176V unido a una placa (como se ha descrito anteriormente). Se revistié una placa Greiner con 100
ul de FcyRIlla176V a 2,5 pg/ml lotes 646-005-EP y 655-015-EP y se incubaron una noche a 4 °C. Se lavaron las
placas 3 veces con 200 pul de PBST (PBS que contenia un 0,05% de Tween-20) y 100 pl de muestras de
zanolimumab diluidas en serie (concentraciones de zanolimumab de 300, 75, 18,75, 4,69, 0,29, 1,17, 0,07, y 0,02
pug/ml). Las placas se incubaron durante 60 min a temperatura ambiente, bajo condiciones de agitado y luego se
lavaron veces con 200 pl de PBST seguido por la adiciéon de conjugado diluido 1:4000 de fragmento G-a-Hu-IgG
F(ab’), affinipure conjugado con peroxidasa, Fragmento F(ab’), especifico ((Jackson ImmunoResearch, Brunschwig
Chemie B.V., Amsterdam, The Netherlands). Las placas se incubaron de nuevo 60 min a temperatura ambiente bajo
condiciones de agitado y luego se lavaron 3 veces con 200 pl de PBST. Se afiadieron 100 pl de ABTS (Roche, n° de
cat. 1112597) y las placas se incubaron 30 minutos bajo condiciones de agitado. Se par6 la reaccién con la adicion
de 100 pl de acido oxalico al 2% y se midio la absorbancia a 405 nm. Los resultados se muestran en la Figura 16.
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El lote 646-005-EP dio una buena curva dosis-respuesta con valores superiores altos, mientras que el lote 655-015-
EP mostraba una curva mucho mas superficial con valores superiores mas bajos. Anteriormente, se ha sefialado
que estos lotes también se diferenciaban en su carga negativa como se habia visualizado por electroforesis en gel
nativa, es decir que el lote 655-015-EP parece que contiene mas carga negativa que el lotes 646-005-EP (Figura
17). Ademas, los dos lotes migraban de manera diferente en SDS-PAGE reducida, mientras que migraban a la
misma posicion tras la desglucosilacion enzimatica (Figura 18). Esto indica que la diferencia del peso molecular
estaba producida por diferencias en la glucosilacion ligada a N. Se eliminé el acido sialico del lote 655-015-EP y se
comparé el receptor desialilado con el receptor sin tratar en un ELISA de unién de FcyRIlla176V.

Para eliminar los acidos sialicos, el lote 655-015-EP (en soluciéon tamponada de fosfato) se incubd con sialidasa de
Arthrobacter aerofaciens (Roche, numero de catalogo 10269611001; aproximadamente 1 mg de FcyRllla176V con
80 mU de sialidasa) durante 72 h a 37 °C. Tras la incubacion, se purifico el receptor desialilado utilizando perlas
TALON™ y se intercambi6 el tampén a solucion salina tamponada de fosfato utilizando columnas PD-10 como se ha
descrito en el Ejemplo 5, produciendo 1,2 ml de FcyRIlla176V purificado desialilado con una concentraciéon de 0,45
mg/ml (lote 403-041-EP).

Luego, el lote 655-015-EP sin tratar y el lote 403-041-EP desialilado se analizaron por SDS-PAGE (Figura 19) y
electroforesis en gel nativa (Figura 20). La carga negativa del lote desialilado era mucho menor al compararse con el
FcyRIIa176V sin tratar. Esto sugiere que la desialilacion del receptor habia sido satisfactoria.

Los FcyRIIla176V desialilado y sin tratar se compararon en el ELISA de unién de FcyRIlla176V unido a la placa.
Ambas preparaciones revistieron la placa a una concentracion de 2,5 pg/ml y se llevdé a cabo la unién con
zanolimumab como se ha descrito anteriormente. La Figura 21 muestra claramente que la desialilacion del receptor
mejora la actuacion del ensayo de unién unido a la placa significativamente.

Para determinar si esto se explica por la mejora de la union del FcyRIla176V a la placa, la placa se revistié con
diluciones de 2 veces en serie de FcyRIlla176V desialilado (lote 403-041-EP) y FcyRIlla176V sin tratar (655-015-EP).
La concentracion de inicio era de 10 ug/ml. Las placas se lavaron con PBTS y se detect6 el FcyRIlla176V unido con
un FITC-anti-CD16 de ratdon (BD Biosciences, numero de catalogo 555406), seguido por un anti-FITC-HPR de oveja
(Roche, nimero de catalogo 11426356910). Se desarrollaron las placas con ABTS. La Figura 22 muestra que
ademas el FcyRIlla176V desialilado mostraba una unién a la placa mejorada, al compararse con el FcyRIIla176V sin
tratar.

EJEMPLO 19

La captura de FcyRIlla176V marcado con his por medio de un anticuerpo de captura de his que reviste la placa
ELISA aumenta la sensibilidad del ELISA.

La captura de FcyRIlla176VHis marcado con his por medio de un anticuerpo de captura de his se compard con el
revestimiento directo de FcyRIlla176VHis marcado con his a la placa ELISA.

Se revistieron las placas Greiner con 100 ul de FcyRIlla176V a 1 pg/ml lote n° 646-005-EP o con anticuerpo
monoclonal anti-polihistidina (anti-polihistidina de raton, anticuerpo monoclonal IgG1 clon AD1.1.10, R&D, producto
n° MABO050, 0,5 mg/ml en PBS/5% trehalosa, lote n°® AEJ 175031) y se incubaron una noche a 4 °C. Las placas se
lavaron 3 veces con 200 ul de PBST (PBS que contenia un 0,05% de Tween-20), y se bloqued durante 60 minutos
con un 1% de BSA en PBS. Las placas revestidas de anticuerpo monoclonal anti-polihistidina se incubaron ademas
con 100 pl del lote de FcyRIlla158V durante 60 min a temperatura ambiente, bajo condiciones de agitado; y
posteriormente se lavaron 3 veces con 200 ul de PBST. Ambos tipos de placas revestidas se incubaron con 100 pl
de muestras de HuMax-EGFr diluido (concentraciones de HuMax-EGFr de 300, 75, 18,75, 4,69, 0,29, 1,17, 0,07, y
0,02 pg/ml lote 1 n° 095-03-01F y lote 2 n° P247740) durante 60 min a temperatura ambiente, bajo condiciones de
agitado, y posteriormente 3 veces con 200 ul de PGST seguido por la adicién de conjugado, 1:10.000 de fragmento
G-anti-Hu-IgG  F(ab’), affinipure conjugado con peroxidasa, Fragmento F(ab’); especifico ((Jackson
ImmunoResearch, Brunschwig Chemie B.V., Amsterdam, The Netherlands). Las placas se incubaron 60 min a
temperatura ambiente bajo condiciones de agitado y se lavaron 3 veces con 200 ul de PBST. Se afadieron 100 pl de
ABTS y las placas se incubaron aproximadamente 20 minutos bajo condiciones de agitado. Se paro la reaccion con
la adicion de 100 pl de acido oxalico al 2% y se midio la absorbancia a 405 nm.

En la Figura 23, se dan las curvas de union de los dos lotes de anticuerpo HuMax-EGFr a FcyRIlla176V, que reviste
o bien directamente (panel superior) o por medio de anticuerpo monoclonal de captura de his (panel inferior) (los
datos son la media + DE, n= 3). El revestimiento por medio de captura de his da como resultado una alta afinidad por
la interaccion HuMax-EGFr - FcyRIlla176V, aproximadamente una afinidad 4 veces mayor en comparacion con el
revestimiento directo con FcyRIlla176V. La afinidad mas alta también es favorable debido a la disociacion mas lenta.
Por lo tanto la captura de FcyRIlla176V marcado con his por medio de un anticuerpo de captura de his aumenta la
sensibilidad del ELISA de unién. En particular, las relaciones de CE50 de los dos lotes ensayados HuMax-EGFr eran
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los mismos en los dos formatos ELISA (en la media aproximadamente 2), lo que indica que los formatos de ensayo
son comparables para determinar la potencia relativa.

EJEMPLO 20
Modulacion negativa dependiente de Fc del receptor CD4 de las células T CD4+ por zanolimumab

Se estudié la capacidad del zanolimumab para regular negativamente el CD4 en presencia de células efectoras con
células T CD4+ derivadas de PBMC (véase el aislamiento en el ejemplo 7), o células SUP-T1 y con o sin la adicion
de monocitos derivados de PBMC (aislamiento de acuerdo con el protocolo del kit de aislamiento negativo de
monocitos Dynal®) o células TPH-1. Se incubaron las PBMC o las células SUP-T1 con un intervalo de
concentraciones de zanolimumab, fragmentos F(ab’)2 de zanolimumab (SUP-T1), Fab de zanolimumab (SUP-T1) o
el control negativo HuMab-KLH. Cuando era apropiado, se afiadieron las células efectoras a una célula efectora:
relacion con la célula diana de 10:1, 5:1 0 4:1. Se afiadié IFN-y (con un intervalo de concentraciones de 125 a 1000
png/ml) y se incubaron las células una noche. A continuacion, se tifieron las células para apreciar el CD4 con M-T477
marcado con fluorocromo (anticuerpo no competitivo de BD) y para apreciar un marcador de seleccion de células
diana (para distinguir células diana de otras células). La fluorescencia asociada a células se valoraba por citometria
de flujo.

En la Figura 24, la capacidad del zanolimumab para inducir regulacion negativa de CD4 se demuestra por citometria
de flujo con un anticuerpo monoclonal CD4 no competitivo utilizando células T CD4+ o células SUP-T1 recién
aisladas. El zanolimumab regulaba negativamente el CD4 de manera dependiente de la dosis a partir de células T
CD4+ primarias purificadas (Figura 4A) o células SUP-T1 (Figura 4B), que necesita presencia de monocitos , o una
linea celular monocitica, respectivamente. Los resultados mostraban que tras 18 -24 h el nivel de expresion de CD4
se reducia en un 50-80%. La regulacion parecia ser dependiente de Fc ya que la incubacion con fragmentos F(ab’)2
no daba como resultado la reduccién de la expresion de CD4 tanto en presencia como en ausencia de células
accesorias (Figura 4B). A altas concentraciones de mAb, el zanolimumab soluble fallaba en regular negativamente el
CD4, posiblemente debido a la unién monomeérica., lo que daba como resultado una reduccién del entrecruzamiento.
El entrecruzamiento por medio de zanolimumab inmovilizado o el anticuerpo IgG entre cruzado unido a la placa en
combinacién con una preincubaciéon con zanolimumab soluble también regulaban negativamente el CD4 (datos no
mostrados).

Todos los titulos y subtitulos que se utilizan en el presente documento son solo por conveniencia y no se deberian
entender como limitantes de la presente invencion de ninguna manera.

Cualquier combinacién de los elementos descritos anteriormente en todas las variaciones posibles de las mismas se
engloba en la presente invenciéon a menos de que se indique otra cosa en el presente documento o por otra parte se
contradiga claramente por el contexto.

El uso de los términos “un” y “una” y “el/la” y referentes similares en el contexto de la descripcion de la presente
invencion se tienen que entender que cubren tanto el singular y el plural, a menos de que se indique otra cosa en el
presente documento o se contradiga claramente por el contexto.

La lectura de los intervalos de los valores del presente documento se pretende que sirvan simplemente como un
método de atajo para referirse individualmente a cada valor por separado que se encuentra dentro del intervalo, a
menos de que se indique otra cosa en el presente documento, y cada valor por separado se incorpora en la
especificacion como si se leyera individualmente en el presente documento. A menos de que se establezca otra
cosa, todos los valores exactos que se proporcionan en el presente documento son representativos de los
correspondientes valores aproximados (por ejemplo, todos los valores exactos ejemplares que se proporcionan con
respecto a un factor en particular o medicion se puede considerar que también proporciona una medicién
aproximada correspondiente, modificada por “aproximadamente”, donde sea adecuado).

Todos los métodos descritos en el presente documento se pueden llevar a cabo en cualquier orden adecuado a
menos de que se indique otra cosa en el presente documento o por otra parte se contradiga claramente por el
contexto.

El uso de todos y cada uno de los ejemplos, o lenguaje ejemplar (por ejemplo, “tal como”) que se proporciona en el
presente documento, se pretende que ilumine mejor simplemente la presente invencion y no pone una limitacion en
el ambito de la presente invencion a menos de que se indique otra cosa. Ninguna palabra en la especificacion se
deberia tomar como que indica que cualquier elemento es esencial para la practica de la presente invencion al
menos en tanto no se establezca explicitamente.

La cita de documentos de patente en el presente documento se ha hecho solo por conveniencia y no refleja ninguna
vision de la validez, patentabilidad, y/o aplicabilidad de tales documentos de patente.
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La descripcion en el presente documento de cualquier realizacion de la presente invencion que utiliza expresiones
tales como “que comprende”, “que tiene”, “que incluye” o “que contiene” con referencia a un elemento o elementos
pretenden proporcionar un soporte para realizaciones similares de la presente invencién que “consiste en”, “consiste
esencialmente en”, o “comprende sustancialmente” ese elemento o elementos en particular, a menos de que se
establezca otra cosa o claramente se contradiga por el contexto (por ejemplo, una composicion descrita en el
presente documento como que comprende un elemento particular deberia entenderse que también describe una
composicion que consiste en ese elemento, a menos de que se establezca otra cosa o se contradiga claramente por

el contexto).

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Genmab A/S
<120> Ensayos de potencia de union de una sustancia medicamentosa de anticuerpo a un receptor FC
<130> P/24 WO
<160> 11
<170> PatentIn version 3.2
<210> 1
<211> 298
<212> PRT
<213> Homo Sapiens
<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> FcyRlaEcDHis

<400> 1

40



Met
1

val
val
Pro
Thr
65

Gly
éTn
val
Asp
Lys
145

Ser

Trp
Asp
phe

Gly
50

ser

Glu

Leu

Phé

Lys
130

Phe

His

Phe
Thr
GlIn
35

sSer
Thr
Tyr
Glu
Thr
115
Leu

Pha

Asn

Leu Thr

Thr Lys
20

Glu Glu

Ser Ser
Pro Ser
Arg Cys
g%
Ile His
100
Glu Gly
val Tyr

His Trp

Gly Thr
165
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Thr

Ala

Thr

Gin

Arg

Gly

Asn

Asn

150

TYr

Leu

val

val

Gln
55

Arg

Arg

Pro

val
135

ser

His

Leu

Ile

Thr
40

Trp
Ile
Gly
Trp
Leu
120

Leu

Asn

Cys

41

Leu
Thr
25

Leu
Phe
Thr
leu
Leu
105
Ala
Tyr

Leu

Ser

His

Trp
10

Leu

Leu
Ser
Ser
aD

Leu
Leu

Tyl"

Thr

val

Gln

Cys

Asn
Ala
75

Gly
Leyu

Arg

Arg

'I1e

155

‘Met

Pro
Pro
Glu
Gly
60

ser
Arg
Gin
Cys
Asn
140
Leﬁ

Gly

val
Pro
vai
45

Thr
VaT
Ser
val
His
125
Gly

Lys

Lys

Asp

Trp

30

Leu

Ala

Asn

Asp
Ser
110
Ala
Lys

Thr

His

Gly
15

val
His
Thr
Asp
Pro
95

ser
Trp
Ala

Asn

Arg
175

GIn

Ser

Leuw

GlIn

Ser

80

Ile

Arg

LyS

Phe

Ile

160

TYr
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Thr
\_fa'l
'fhr
Leu
225
Thr
Leu

ser

val

<210> 2
<211> 206
<212> PRT

ser
Leu
Leu
210

Tyr

ser

Pro

Ala
AsSn
195
ser
Phe
ser
Trp
Glu

275

Phe

<213> Homo Sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> FeyRll

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> FcyRIllaECD176VHis

<400> 2

Gly
Ala
Cys

ser

Gly

Cys
260

Leu

His

Ile

Ser

Glu

Phe Ty

Glu

Glu

His
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ser
val

Thr

Gin
Ala
Leu

His

val
Thr
Lys
215
Met
Ile
Ala

GIn

His
295

Thr
ser
200
Leu
Gly
Leu
Thr
val
280

His

42

val
185
Pro
Leu
ser
Thr
Glu
265

Leu

His

Lys
Leu
Leu
Lys
Ala
250
ASp

Gly

His

Glu
Leu
GIn
Thr
235
Arg

Gly

Leu

Leu

Glu-

Arg

220

Leu

Arg

Asn

GIn

Arg

Glu

val

Leu
285

Pro
190
AsSn
Gly
Gly
Asp
Leu
270

Pro

Ala
Leu
Leu
Arg
ser
255

Lys

Thr

Pro
val

Gln

Asn'
240
Gly
Arg

Pro
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Met
Gly
GIn
Gjy

ser
65

va}

Ser
Ala

His

LysS
Gly

Gly

<210> 3
<211> 206
<212> PRT

Trp
Met
Trp
Ala

50

Leu

Asp

ASp

Pro

Ser

130

Lys

Ala

Ser

Leu

GlIn

Arg

ITle

Asp

Pro

Leu

Fhr

20

Arg

ser

Ser

Ser

val

100

Arg
115
Trp
Gly

Thr

Lys

‘Ala
195

<213> Homo Sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<223> FcyRIIIaECD176FHis

<400> 3

Trp
Lys
Arg
Leu
Asn

180

val

Leu
5

Glu
val
Pro

Ser

Gly
8BS

val
Ash
Lys
Lys
165
val

Ser
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Leu’

Asp
Leu
Glu

GIn
70

Glu
Leu
Phe
Thr
130
Asp
ser

Thr

Pro

Leu

Glu

Thr Ala

Pro Lys

Lys.Asp

- 40

Asp
55

Ala

Tyr

Ser

Ser

Ile

Asn Ser

ser ser

Arg Cys

val His
105

Glu Glu
120

Leu His

His His

Gly ser

Gtu Thr
185

ser His
200

43

ieu

10

Ala

Ser

Thr

Tyr

GIn

90

Ile

Asp

Lys

Asn

Tyr

170

val

His

Leu
val
VaT
Gln

Phe
75

Thre
Gly
Pro
val
Ser
155
Phe

Asn

His

Leu

val

Thr

Trp

60

Ile

Ash

Trp

Ile

Thr

Leu

Phe

Leu

45

Phe

Asp

Leu

Leu

His

125

Tyr

140

Asp

Cys

Ile

His

Phe
Arg
Thr

His
205

val

Leu

30

Lys

His

Ala

Ser

Leu
110
Leu
Leu
Tyr
Gly
Ile
190

His

ser
15

Glu
Cys

Asn

Ala

Thr
95

Leu
Arg
GIn
Ile
Leu
175

Thr

Ala
Pro
Gln
Glu

Thr
80

Leu
GIn
Cys
Asn
Pro
160

val

GIn
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Met Trp
1

Gly Met
Gln Trp

Gly Ala
50

Ser Leu
65 :

val Asp

Gln

Arg

Tyr
Ile

Asp

Ser Asp Pro

Ala Pro

His Ser
130

Gly Lys
Lys Ala
Gly Ser

Gly Leu

<210> 4
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Arg

115

Trp

Gly

Thr

Lys

Ala
195
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Leu |§EU Leu

Thr Glu Asp
20 .

Arg val Leu
ser Pro Glu
ser ser Gln

70

Ser Gly Glu
85

100

Trp val pPhe
LYs Asn Thr
Arg Lys r
- 1%
Leu Lys Asp
Asn val Ser

180

val ser Thr

<223> Secuencia cebadora de PCR

<400> 4

Pro

Leu

Glu
Asp

Ala

TYr

Lys
Ala
135
Phe
ser

Ser

Ile

gatcccgggg ccgecaccat gtggttettg acaactctge

<210>5
<211> 49
<212> ADN
<213> Artificial

Thr Ala Leu
10

Pro Lys Ala
25

Lys Asp Ser

40

Asn Ser Thr

Ser Ser Tyr

Arg CyS Gln

90

Glu Glu Asp

120

Leu His Lys

His His Asn

Gly Ser Tyr
: 1¥0

Glu Thr val
185

Ser His His
200

40

44

Leu Leu

val val

val Thr

Gin Tr
: 60p

Phe Ile

75

Thr Asn

Pro
val
ser
155
Phe

ASn

His

Ile

Thr

140

Asp

Cys

Ite

His

Leu
Phe
Leu
45

Phe

ASp

Leu

His
125

val

Leu
30

Lys

His

Ala

Ser

ser Ala
15

Giu Pro
Cys Gln
Asn Glu
Aia Thr

80

Thr Leu
95 '

val G¢In Leu Glu val His TIle Gly Trp Leu Leu Leu Gln
105 110

Leu Arg Cys

Tyr Leu GIn Ash

Phe Tyr I1e.Pr0

Arg
Thr

His
205

160

Gly Leu Phe
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Ile Thr GIn

His

190
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<220>
<223> Secuencia cebadora de PCR

<400> 5

ccgtacgtta gtgatggtga tggtgatgat gaaaccagac aggagttgg 49

<210>6
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora de PCR

<400> 6
gaagacttaa ggcagcggca gaa 23

<210>7
<211> 23
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora de PCR

<400>7
tcggacatct catgactttc ttt23

<210> 8
<211> 40
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora de PCR

<400> 8
gatcccgggg ccgecaccat gtggcagctg ctectcccaa

<210>9
<211> 49
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora de PCR

<400> 9
cgaattctta gtgatggtga tggtgatgtg agatggttga cactgccaa

<210> 10
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia cebadora de PCR

<400> 10
tacttctgca gggggctttt cgggagtaaa aatgtgtct

<210> 11
<211> 39
<212> ADN
<213> Artificial

45

40

39
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<220>
<223> Secuencia cebadora de PCR

<400> 11
agacacattt ttactcccga aaagccccct gcagaagta 39
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la potencia de un producto medicamentoso que comprende un péptido de unién a un
FcR, donde el péptido de union a FcR es un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que contiene un resto de union
Fc y el método es un método ex vivo que comprende:

i) determinar la union de un péptido de unién a FcR de referencia estandar a un receptor Fc;

ii) determinar la union de un péptido de union a FcR del producto medicamentoso a dicho receptor Fc; y

iii) comparar la unién a FcR en la etapa ii) con la unién a FcR de la etapa i) y utilizar la informacién obtenida por
la comparacioén para estimar la potencia de la sustancia medicamentosa.

donde

a) la union con el receptor Fc de la etapa ii) se determina de la misma manera que la union con el receptor Fc de
la etapa i),

b) al menos un mecanismo de accion del péptido de unién a FcR del producto medicamentoso esta mediado por
medio de la unién del péptido de unién a FcR a un receptor Fc, y

c) donde el péptido de unidon a FcR de referencia estandar y el péptido de unién a FcR del producto
medicamentoso son dos preparaciones diferentes del mismo anticuerpo o fragmento de anticuerpo que contiene
un resto de unién Fc.

2. Un método para producir una composicién farmacéutica que comprende un péptido de uniéon a FcR, donde el
péptido de unién a FcR es un anticuerpo o un fragmento de anticuerpo que contiene un resto de unién Fc y el
método es un método ex vivo que comprende:

a) la produccién de un producto medicamentoso que comprende dicho péptido de unién a FcR;

b) someter dicho producto medicamentoso a un método de acuerdo con la reivindicacién 1 para determinar la
potencia de un producto medicamentoso que comprende un péptido de unién a FcR; y

c) utilizar la informacion obtenida en la etapa b) como parte de una evaluacién de si el producto medicamentoso
se puede utilizar como una composicion farmacéutica.

3. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, donde el método para determinar la potencia de un producto
medicamentoso que comprende un péptido de unidon a FcR se utiliza como un ensayo de potencia para el
lanzamiento por lotes.

4. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la unién del péptido de unién a
FcR al receptor Fc se determina por el uso de un método que comprende

(i) poner en contacto una muestra del producto medicamentoso en contacto con un receptor Fc durante un
periodo de tiempo suficiente para permitir que el péptido de unién a FcR se una al receptor Fc, y
(i) detectar la cantidad de péptido de union a FcR unido al receptor Fc.

5. Un método de acuerdo con la reivindicacién 4, donde la deteccién se lleva a cabo por el uso de un anticuerpo de
deteccion dirigido al péptido de union a FcR.

6. Un método de acuerdo con la reivindicacion 5, donde el anticuerpo de deteccién es un anticuerpo marcado.

7. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, donde la unién del péptido de unién a
FcR al receptor Fc se determina por el uso de un ELISA, un ensayo AlphaScreen™, un radioinmunoensayo, un
ensayo Biacore, un FMAT o un DELFIA.

8. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, donde un mecanismo de accion del
péptido de unién a FcR es inducir citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC) y/o esta
mediado por induccién de ADCC o regulacion negativa de los receptores diana.

9. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde un mecanismo de accion del
péptido de unién a FcR:

(a) estd mediado por el reclutamiento de células citoliticas naturales y/o la inducciéon de ADCC por células
citoliticas naturales;

(b) esta mediado por el reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares, la induccion de ADCC por leucocitos
polimorfonucleares, la induccién de desgranulacion de PMN yo la induccidon de fagocitosis por leucocitos
polimorfonucleares;

(c) estda mediado por la induccion de ADCC por monocitos o macrofagos;

(d) es inducir la agregacion plaquetaria y/o esta mediado por el reclutamiento de plaquetas;

(e) es inducir la produccion de citoquinas y/o esta mediado por el reclutamiento de células citoliticas naturales y/o
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células T;

(f) es inducir el aclaramiento de complejos inmunitarios y/o esta mediado por el reclutamiento de monocitos o
macrofagos;

(g) es inducir la regulacidon negativa de las respuestas de anticuerpo y/o estd mediado por el reclutamiento de
células B;

(h) es inducir la inhibicion de la funcion efectora de monocitos y macréfagos y/o estd mediado por el
reclutamiento de monocitos y/o macréfagos;

(i) es inducir la fagocitosis y/o esta mediado por el reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares, macréfagos
y/o células dendriticas;

(j) esta mediado por la induccién de fagocitosis por monocitos o macréfagos;

(k) es inducir el entrecruzamiento y/o esta mediado por el entrecruzamiento de células y/o anticuerpos;

() es inducir sefalizacion positiva por medio de un motivo de activacién basado en tirosina inmunorreceptor y/o
esta mediado por el reclutamiento de células mieloides, células T y/o plaquetas

(m) es inducir la sefalizacion positiva por medio de cadenas comunes vy, B, & y/o estd mediado por el
reclutamiento de células mieloides, leucocitos polimorfonucleares, células citoliticas naturales o células T; o

(n) es inducir la sefalizacion negativa por medio de un motivo de inhibicién basado en tirosina inmunorreceptor
y/o esta mediado por el reclutamiento de células B, macréfagos y/o monocitos.

10. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, donde al menos uno de los receptores
Fc a los que se une in vivo el péptido de unién al FCcR se expresa en las células citoliticas naturales, leucocitos
polimorfonucleares, monocitos, macréfagos, plaquetas, células T, células B, células dendriticas o células mieloides.

11. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde el receptor Fc es un receptor
FcyRla, FcyRIl, FeyRIla, FcyRIlb, FeyRllc, FeyRIll, FeyRIlla, FeyRIllb, o FcyRn o un fragmento de cualquiera de los
mismos cuyo fragmento mantiene la actividad de unirse a una region Fc.

12. Un método de acuerdo con la reivindicacion 11, donde el receptor FcyRIIl es un receptor FcyRIlla176V o un
fragmento del mismo que mantiene la capacidad de unirse a una regién Fc, por ejemplo, el dominio extracelular.

13. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, donde el receptor Fc para su uso en
dicho método se ha preparado por un método de preparacion que incluye una etapa, cuya etapa de como resultado
el receptor Fc que tiene una cantidad reducida de acido sialico en la glucosilacién ligada a N en comparacion con un
receptor Fc similar preparado por un método de preparaciéon que no incluye tal etapa.

14. Un método de acuerdo con la reivindicacién 13, donde el receptor Fc se ha expresado en una célula huésped
defectuosa en los mecanismos responsables de la sialilacién o que se trata con una sialidasa antes de su uso en
dicho método.

15. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, donde el péptido de unién a FcR es un
anticuerpo monoclonal.

16. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, donde el péptido de unién a FcR es un
anticuerpo humano, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico.

17. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, donde el péptido de unién al FcR es un
anticuerpo 1gG1, tal como un anticuerpo IgG1,A o un anticuerpo IgG1, «.

18. Un método como se describe en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, donde la determinaciéon de la
unién del anticuerpo a un receptor Fc se combina con un método que determina la unién del anticuerpo a su
antigeno.

19. Un método de acuerdo con la reivindicacion 18, donde la union el anticuerpo a su antigeno se determina por un
método que comprende

(i) poner en contacto una muestra del anticuerpo con el antigeno durante un periodo de tiempo suficiente para
permitir que el anticuerpo se una al antigeno, y
(ii) detectar la cantidad de anticuerpo unido al antigeno.

20. Un método de acuerdo con la reivindicacion 19, donde la deteccion se lleva a cabo con el uso de un anticuerpo
de deteccion dirigido contra el anticuerpo del producto medicamentoso.

21. Un método de acuerdo con la reivindicacion 20, donde el anticuerpo de deteccién es un anticuerpo marcado.

22. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 18 a 21, donde la unién del anticuerpo a su
antigeno se determina por el uso de un ELISA, un ensayo AlphaScreen™ o un radioinmunoensayo.
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23. Un método de acuerdo con la reivindicacién 22, donde el mismo ELISA se utiliza también para determinar la
union del anticuerpo al receptor Fc, el ensayo AlphaScreen™ también se utiliza para determinar la uniéon del
anticuerpo al receptor Fc o el radioinmunoensayo también se utiliza para determinar la unién el anticuerpo al
receptor Fc.

24. Un método de acuerdo con la reivindicacion 23, donde el radioinmunoensayo utiliza perlas conjugadas con el
receptor Fc y un antigeno radioyodado.

25. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 24, donde el péptido de unién a FcR es un
anticuerpo que se une al CD4 humano, EGFR humano, CD20 humano, TAC humano, CD3 humano, GPllb/llla
humano, CD25 humano, Her-2/neu humano, CD33 humano, CD52 humano o CTLA4 humano.

26. Un método de acuerdo con la reivindicacion 25, donde: el anticuerpo contra el CD4 humano es zanolimumab,
keliximab, clenoliximab, TNX 355, TRX-1, 10T4a o 4162W94; el anticuerpo que se une al EGFR humano es
cetuximab o HuMax-EGFR; el anticuerpo que se une al CD20 humano es rituximab, ibritumomab tiuxetan,
tositumomab o HuMax-CD20; el anticuerpo que se une al TAC humano es HuMax-TAC; el anticuerpo que se une a
CD3 humano es muromonab; el anticuerpo que se une al CD25 humano es daclizumab o basiliximab; el anticuerpo
que se une a HER-2/neu humano es trastuzumab o pertuzumab; el anticuerpo que se une a CD52 humano es
alemtuzumab; o el anticuerpo que se une a CTLA4 es MDX-010.

27. Un método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, donde se utiliza un anticuerpo de
captura his que reviste la placa ELISA para capturar el fragmento FcR o FcR marcado con his.
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FIGURA 1

Figura 1. Analisis SDS-PAGE no reducido de varios lotes HuMax-CD4 en NuPAGE
geles Bis-Tris 4-12%. Calle 1, Control del ensayo interno; Calle 2, MRS-CD4-001;
Calle 3, MEVODS, Calle 4, BNO78; Calle 5, BO118; Calle 6, UNG-MRS-CD4, Calle 7,

MOCK-MRS-CD4; calle 8, M90-MRS-CD4, Calle 9, M50-MRS-CD4; Calle 10,
' MEVO01.

La migracidon de los marcadores (kDa) se indica a la izquierda
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FIGURA 2

Figura 2A Andlisis SDS-PAGE no reducido de varios lotes HuMax-CD4 en
NUPAGE geles Bis-Tris 10%. Calle 1, Control del ensayo interno; Calle 2, MRS-CD4-

001; Calle 3, UNG-MRS-CD4, Calle 4, MEV004; Calle 5, MEVO00S5, Calle 6, MEVO0OT,
Calle 7, BND78, Calle 8, BO118.

La migracidn de los marcadores (kDa) se indica a la izquierda
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FIGURA 3

Induccion de ADCC medida por citometria de flujo

e

~700-SHN-06IN

WT -700-SUN-0SIN
-700-SHW-NOOW
_|.||_3|_ -81108
T'Tl_ -8.0Ng
*
_Im_.m.A -S00A3IN
a

m = L00-¥aJ-SHIN
2 0
- o

)

e
o

(Loo-¥a2-suN
e 0)23dsaiuod)

BAlE]R1 PepIAIRY

Lotes de Zanolimumab

52



FIGURA 4
A
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Induccion de ADCC por lotes de control de Zanolimumab
(curvas con parte inferior fija)
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FIGURA 5

Union a FcyRINAaECD176VHis medida por ELISA
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FIGURA 6

FcyRIIlaECD176VHis unido alos lotes de control de Zanolimumab
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FIGURA 7 |
Capacidad para unirse a FcyRIIIaECD176VHis
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FIGURA 8

Correlacion entre ADCC y union a FcyRIIlaECD176VHis
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FIGURA 9
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FIGURA 10
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Union a CD4 por los lotes de control de Zanolimumab

Union a CD4
(densidad optica a 405 nm)

4+

2-

1

0

L) f | J | | |
10° 10" 102 10° 104 10° 10°
Concentracion de Zanolimumab (pg/ml)

59

107

Oe ¢« «» 1

MRS-CD4-001
M50-GMP#3-CD4
M70-GMP#3-CD4
M90-GMP#3-CD4
UNG-GMP#3-CD4
MOCK-GMP#3-CD4



ES 2530 265 T3

FIGURA 11
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FIGURA 12

Capacidad relativa para unirse a sCD4 y FcyRIIlaECD176VHis
medida con AlphaScreen™
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FIGURA 13
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FIGURA 14
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FIGURA 15
[-.CD4 unido alaplaca
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FIGURA 16
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FIGURA 17
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FIGURA 18
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" FIGURA 20
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FIGURA 21
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FIGURA 22
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FIGURA 23

Revestimiento FcyRIIRECD176VHis 1ug/mi
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Figura 24
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© Ceélulas T+ Mo

® Células T+ Mo + IFNy
O Células T

W Células T+ [FNy

© CD4-F(ab')2

e CD4-F(ab')2 + THP1
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FIGURA 25
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Listado de secuencias

SECIDN 1

1 MWFLTTLLLW
61 TATQTSTPSY
121 ALRCHAWKDK
181 ISVTVKELFP
241 TSSEYQILTA

SECIDN® 2

1 MWQLLLPTAL
61 FHNESLISSQ
121 EDPIHLRCHS
181 VSSETVNITI

'SECIDN 3

1 MWQLLLPTAL
61 FENESLISSQ
121 EDPIHLRCHS
181 VSSETVNITI

'SECID N 4
1 GATCCCGGGG

SECIDN® §
1 CCGTACGTTA

SECIDN 6
1 GAAGACTTAA

SECIDN 7
1 TCGGACATCT

SECIDN 8
1 GATCCCGGGG

SECIDN 9
1 CGAATTCTTA

SECID N* 10
1 TACTTCTGCA

VPVDGQVDTT
RITSASVNDS
LVYNVLYYRN
APVLNASVTS
RREDSGLYWC

LLLVSAGMRT
ASSYFIDAAT
WKNTALHKVT
TQGLAVSTIS

LLLVSAGMRT
ASSYFIDAAT
WKNTALHKVT
TQGLAVSTIS

CCGCCACCAT

GTGATGGTGA

GGCAGCGGCA

CATGACTTTC

CCGCCACCAT

GTGATGGTGA

GGGGGCTTTT

KAVITLQPPW
GEYRCORGLS
GKAFKFFHWN
PLLEGNLVTL
EAATEDGNVL

EDLPKAVVFL
VDDSGEYRCQ
YLONGKGRKY
HHHHHH

EDLPKAVVFL
VDDSGEYRCQ
YLONGKGRKY
HHHHHE

GTGGTTCTTG

TGGTGATGAT

GAA

TTT

GTGGCAGCTG

VSVFQEETVT
GRSDPIQLEI
SNLTILKTNI
SCETKLLLQR
KRSPELELQV

EPQWYRVLEK
TNLSTLSDPV
FHHNSDFYIP

EPQWYRVLEK
TNLSTLSDPV
FHHENSDFYIP

ACAACTCTGC

GAAACCAGAC

CTCCTCCCAA

LHCEVLHLPG
HRGWLLLQVS
SHNGTYHCSG
PGLQLYFSFY
LGLQLPTPVW

DSVTLKCQGA
QLEVHIGWLL
KATLKDSGSY

DSVTLKCQGA
QLEVHIGWLL
KATLKDSGSY

AGGAGTTGG

TGGTGATGTG AGATGGTTGA CACTGCCAA

CGGGAGTARA

74

AATGTGTCT

SSSTQWELNG
SRVEFTEGEPL
MGKHRYTSAG
MGSKTLRGRN
FHHEHHHH

YSPEDNSTQW

LOAPRWVFKE
FCRGLVGSKN

YSPEDNSTQW
LOAPRWVFKE
FCRGLFGSKN
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SECID N° 11
1 AGACACATTT TTACTCCCGA ARAGCCCCCT GCAGAAGTA
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