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DESCRIPCION
Métodos para identificar anticuerpos con inmunogenicidad reducida
1. Referencia cruzada a solicitudes relacionadas
2. Lista de secuencias

La presente solicitud contiene una lista de secuencias que se ha presentado en formato ASCII a través de EFS-Web.
Dicha copia ASCII, creada el 17 de septiembre de 2013, es denominada 381493-721WO(118133) _SL.txt y tiene
6.980 bytes de tamafio.

3. Antecedentes

Los epitopos de células B son los sitios de las moléculas que son reconocidos por los anticuerpos del sistema
inmunolégico. La identificacion de epitopos de células B en proteinas terapéuticas puede ser util en el disefio de
variantes que no provocan una respuesta inmunitaria cuando administran a los pacientes.

Los epitopos de células B pueden ser identificados mediante la mutacién individual de aminoacidos de una proteina,
tipicamente con alanina (barrido de alanina), y deteminando el efecto de cada mutacion sobre la unién del
anticuerpo (Onda et al., 2011, Proc. Natl. Acad. Sci 108(14):5742-7). Una interrupcién de la uniéon proteina-
anticuerpo después de la mutagénesis indica que el residuo mutado es parte de un epitopo de células B reconocido
por el anticuerpo. Se ha encontrado que incluso una sola mutacién en un epitopo de células B puede eliminar la
union a un panel de anticuerpos dirigidos a la proteina, y que la inmunogenicidad de una proteina puede ser
reducida por la introducciéon de mutaciones en un epitopo de células B (Nagata y Pastan, 2009, Advanced Drug
Delivery Reviews 61:977-985). Sin embargo, este enfoque requiere también tiempo y mucho esfuerzo. Por otra
parte, el barrido de alanina no necesariamente identifica las mutaciones que proporcionarian la mayor reduccién de
inmunogenicidad.

Por lo tanto, existe una necesidad de un método que no requiera esfuerzo pero integral que pemita la identificacion
yeliminacion de epitopos de células B.

4. Compendio

La presente descripcidn proporciona un sistema que pemite la contribucion inmunogénica de todos y cada uno de
los aminoacidos dentro de una zona de interés en un anticuerpo de referencia que debe ser dilucidado. La
descripcidn proporciona que un residuo de aminoéacido en cualquier, algunas o todas las posiciones de un anticuempo
de referencia se puede mutar en algunos o todos los otros 19 aminoacidos y evaluar el efecto de esa la mutacion
sobre la inmunogenicidad del anticuerpo. También se puede evaluar el efecto de las mutaciones sobre el nivel de
expresion del anticuerpo y/o la unién a una molécula diana también, lo que pemite la identificacion de variantes de
anticuempos en las que se eliminan o mitigan regiones inmunogénicas que todavia conservan propiedades
ventajosas (p.ej., niveles de expresion adecuados, unién a moléculas diana). En consecuencia, la presente
descripcidn proporciona métodos para reducir la inmunogenicidad de un anticuerpo. Los métodos se basan en el
escrutinio y la identificacion de variantes de anticuempos con reduccion de la union a anticuerpos anti-idiotipicos. La
reduccion de la unién a anticuerpos anti-idiotipicos se correlaciona con la reduccion de la inmunogenicidad in vivo
(véase, por ejemplo, Nagata y Pastan, 2009, Advanced Drug Delivery Reviews 61: 977-985).

Los métodos de la descripcion comprenden generalmente las etapas de (a) poner en contacto una biblioteca de
células anfitrionas con un anticuerpo anti-idiotipico que se une especificamente al anticuerpo de referencia, siendo el
anticuerpo de referencia un anticuerpo monoclonal que se une a una molécula diana, comprendiendo la biblioteca de
células anfitrionas células anfitrionas de mamifero que expresan cada una sobre superficie de la célula una variante
de anticuerpo que difiere del anticuerpo de referencia en una Unica mutacion puntual de aminoacidos; (b) identificar
una poblacion de células en dicha biblioteca de células anfitrionas que expresan variantes de anticuerpos que
muestran disminucidon de la union al anticuerpo anti-diotipico con respecto al anticuerpo de referencia; y (c)
identificar una variante de anticuerpo en la que esta enriquecida la poblacién, identificando de este modo una
variante de un anticuerpo de referencia con inmunogenicidad reducida. En ciertos aspectos, los métodos implican
someter la biblioteca de células anfitrionas a citometria de flujo y clasificacion de la poblacién de la biblioteca de
células anfitrionas utilizando, por ejemplo, clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS).

En ciertos aspectos, los métodos comprenden adicionalmente una etapa de deteminacién de si la variante de
anticuemo que tiene inmunogenicidad reducida se une a la molécula diana a un nivel que es sustancialmente igual o
mejor que el del anticuempo de referencia y/o se expresa a un nivel que es sustancialmente igual a o mejor que el
nivel de expresion del anticuerpo de referencia. En realizaciones especificas, la unién y la expresion se deteminan
mediante citometria de flujo, clasificacion mediante esferas magnéticas, BlAcore, FACS, ELISA, Alphalisa, o
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KinExA, y se deteminan antes, simultaneamente, o después de la identificacion de las variantes de anticuerpos que
tienen inmunogenicidad reducida.

Los métodos descritos en la presente memoria se han aplicado al anticuerpo anti-TNF-a D2E7 (también conocido
como Adalimumab). Se identificaron variantes de D2E7 con reduccion de la uniéon a uno, dos, o tres anticuerpos anti-
idiotipicos diferentes. La presente descripcion proporciona anticuerpos anti-TNF-a con secuencias de CDR
relacionadas con las de D2E7, pero que tienen al menos una sustitucidon que reduce la uniéon a anticuerpos anti-Id.
Tales variantes se denominan a veces en la presente memoria como variantes de "inmunogenicidad reducida".

Los anticuemos anti-TNF-a de la descripcion comprenden seis CDR que tienen las secuencias de aminoacidos
correspondientes a SEQ ID NO:5 (CDR-H1), SEQ ID NO:6 (CDR-H2), SEQ ID NO:7 (CDR-H3), SEQ ID NO:8 (CDR-
L1), SEQ ID NO:9 (CDR-L2) y SEQ ID NO:10 (CDR-L3), y tienen al menos una sustitucion seleccionada entre G5F
en CDR-L1, G51 en CDR-L1, G5V en CDR-L1, G5W en CDR-L1, G5Y en CDR-L1, R71 en CDR-L1, R7T en CDR-
L1,R7Ven CDR-L1,N8Aen CDR-L1,N8D en CDR-L1, N8E en CDR-L1, N8G en CDR-L1, N8L en CDR-L1, N8Men
CDR-L1, N8Q en CDR-1, N8R en CDR-L1, N8T en CDR-L1, A1l en CDR-L2, A1T en CDR-L2, A1V en CDR-L2,
T4D en CDR-L2, R2G en CDR-3, N4F en CDR-L3, N4M en CDR-L3, N4W en CDR-3, N4Y en CDR-L3, R5L en
CDR-L3, R5N en CDR-L3, R5W en CDR-L3, R5Y en CDR-L3, T9Y en CDR-L3, D1S en CDR-H1, Y2A en CDR-H1,
Y2C en CDR-H1, Y2K en CDR-H1, Y2M en CDR-H1, Y2R en CDR-H1, Y2S en CDR-H1, Y2V en CDR-H1, H5C en
CDR-H1, H5D en CDR-H1, H5E en CDR-H1, H5S en CDR-H1, H5T en CDR-H1, T3A en CDR-H2, T3G en CDR-H2,
T3N en CDR-H2, W4A en CDR-H2, W4F en CDR-H2, W4H en CDR-H2, W4L en CDR-H2, W4M en CDR-H2, W4V
en CDR-H2, N5G en CDR-H2, S6D en CDR-H2, S6L en CDR-H2, I9K en CDR-H2, D10L en CDR-H2, Y11A en
CDR-H2, Y11C en CDR-H2, Y11E en CDR-H2, Y11F en CDR-H2, Y11G en CDR-H2, Y11H en CDR-H2, Y111 en
CDR-H2, Y11K en CDR-H2, Y11L en CDR-H2, Y11M en CDR-H2, Y11N en CDR-H2, Y11Q en CDR-H2, Y11R en
CDR-H2, Y11S en CDR-H2, Y11V en CDR-H2, YIIW en CDR-H2, A12Y en CDR-H2, D13N en CDR-H2, V15D en
CDR-H2, V15L en CDR-H2, V15M en CDR-H2, V15Q en CDR-H2, V15T en CDR-H2, E16F en CDR-H2, E16H en
CDR-H2, E16K en CDR-H2, E16R en CDR-H2, E16T en CDR-H2, E16W en CDR-H2, G17A en CDR-H2, G17C en
CDR-H2, G17E en CDR-H2, G17H en CDR-H2, G171 en CDR-H2, G17K en CDR-H2, G17L en CDR-H2, G17M en
CDR-H2, G17N en CDR-H2, G17P en CDR-H2, G17Q en CDR-H2, G17R en CDR-H2, G17S en CDR-H2, G17T en
CDR-H2, G17Y en CDR-H2, V1G en CDR-H3, VIR en CDR-H3, VIW en CDR-H3, L4T en CDR-H3, L4V en CDR-
H3, T6V en CDR-H3, S9K en CDR-H3, S9W en CDR-H3, S9Y en CDR-H3, y D11V en CDR-H3. Las seis CDR en
conjunto pueden tener hasta 8, hasta 7, hasta 6, hasta 5, o hasta 4 sustituciones de aminoacidos en comparacién
con las secuencias de CDR de adalimumab. En ciertos aspectos, cada CDR puede tener hasta 4, hasta 3, o hasta 2
sustituciones en comparacion con las CDR de adalimumab. En realizaciones especificas, los anticuerpos anti-TNF-a
de la descripcion tienen una o0 mas combinaciones de sustituciones de aminoacidos en las que la sustitucion de la
cadena o cadenas pesadas, si estan presentes, comprenden al menos una de (a) Y2K en CDR-H1; (b) Y2M en
CDR-H1; (c) Y2K en CDR-H1y T6V en CDR-H3; (d) Y2K en CDR-H1, V1G en CDR-H3 y T6V en CDR-H3; () VIW
en CDR-H3; y (f) V1G en CDR-H3 y T6V en CDR-H3, y en las que la sustitucion o sustituciones de la cadena ligera,
si estan presentes, comprenden al menos una de (a) G5S en CDR-L1 y A11S en CDR-L1; (b) R7I en CDR-L1; (c)
G5S en CDR-L1, R7T en CDR-L1 y A11S en CDR-L1; y (d) G5S en CDR-L1, R71 en CDR-L1 y A11S en CDR-L1.
En realizaciones especificas, los anticuerpos de la descripcién comprenden una combinacion de sustituciones de
aminoacidos seleccionadas entre las indicadas en la FIG. 22.

Los anticuerpos anti-TNF-a de la descripcidn preferiblemente tienen reducciéon de la unién a uno, dos, tres, cuatro,
cinco o los seis anticuerpos anti-idiotipicos de Adalimumab 5A1, 10F8, 7A11, 1H11,6A11, y 10B7.

La presente descripcion se refiere adicionalmente a moléculas de acido nucleico que codifican los anticuerpos anti-
TNF-a de la descripcidon y a las células anfitrionas que los comprenden.

La presente descripcion se refiere adicionalmente a composiciones famacéuticas que comprenden los anticuempos
anti-TNF-a de la descripcion y a métodos de tratamiento de un paciente humano que padece un trastomo
inmunitario mediante la administracion de los anticuerpos anti-TNF-a o composiciones famacéuticas que los
contienen. En ciertos aspectos, el trastorno inmunoldgico tratada es la artritis reumatoide (AR) (incluyendo la AR
moderada o grave en los adultos), la artritis idiopatica juvenil (AlJ) (incluyendo AlJ poliarticular moderada a severa
en pacientes de 4 afios de edad y mayores), la artritis psoriasica (APs) (induyendo APs en adultos), la espondilitis
anquilosante (EA) (incluyendo EA en adultos), la enfermedad de Crohn (EC) (induyendo EC moderada o grave en
adultos), psoriasis en placas crénica (Ps) (Induyendo psoriasis en placas crénica moderada a severa en adultos), o
espondiloartritis axial (EsAax) (incluyendo EsAax grave en pacientes adultos que no tienen evidencia de rayos X de
dafio estructural).

5. Breve descripcion de las figuras

FIG. 1A-1C: La FIG. 1A proporciona las secuencias de aminodcidos traducidas de los fragmentos pesado
variable (Wh) y ligero variable (VL) de D2E7 sintético (Adalimumab, HUMIRA). La FIG. 1B proporciona las
secuencias de aminoacidos de CDR de los fragmentos Vi y VL de D2E7. La FIG. 1C proporciona las
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secuencias de nucleétidos de los fragmentos Vi de D2E7 y VL de D2E7 (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 3,
respectivamente).

FIG. 2: proporciona una lista de mutaciones beneficiosas en VL de D2E7 que conducen a una unién neutra a
TNF-a y una disminucién de la unién a anti-Id 5A1 (a), 10F8 (b), o 7A11 (c). Las posiciones de aminoacidos se
proporcionan tanto en el contexto de las CDR individuales como en la numeracién de Kabat. La FIG. 2
describe los SEQ ID NO: 8-10, respectivamente, en orden de aparicion.

FIG. 3A-3B: La FIG. 3A proporciona una lista de mutaciones beneficiosas en CDR-H1 y CDR-H2 de W4 de
D2E7 que dara lugar a una unién neutra a TNF-a y una disminucion de la unién a anti-Ild 1H11 (d), 6A11 (e), o
10B7 (f). La FIG. 3B proporciona una lista de mutaciones beneficiosas en CDR-H3 de V4 de D2E7 que dara
lugar a una unién neutra a TNF-a y una disminucion de la unién a anti-ld 1H11 (d), 6A11 (e), o 10B7 (f). Las
posiciones de aminoacidos se proporcionan tanto en el contexto de las CDR individuales como en la
numeracion de Kabat. La FIG. 3A describe los SEQ ID NO: 5-6, respectivamente, en orden de aparicion. La
FIG. 3B describe el SEQ ID NO: 7.

La FIG. 4 proporciona la estructura de D2E7 en vectores de pYA206 y pCW600.

La FIG. 5 proporciona un diagrama de titulacibn de TNF-a humano con Fab D2E7 WT expresado en la
superficie celular.

La FIG. 6 proporciona un diagrama de titulaciéon de anticuerpos anti-idiotipo (anti-id) que se unen a Fab D2E7
WT expresado en la superficie celular.

FIG. 7A-7B: La FIG. 7 A proporciona perfiles de clasificacion mediante FACS para D2E7 de tipo salvaje tefido
con TNF-a. La FIG. 7B proporciona perfiles de clasificacion mediante FACS para la biblioteca de mutacién
puntual de V4 tefiida con TNF-a.

Las FIG. 8A-8B proporcionan perfiles de dasificacion mediante FACS para D2E7 de tipo salvaje y la biblioteca
de mutacién puntual de Vy tefiida con 1H11.

La FIG. 9 proporciona razones de enriquecimiento de D2E7 en mutacion de cododn silencioso por posicion. Las
posiciones de aminoacidos se proporcionan en el contexto de las CDR individuales.

La FIG. 10 proporciona un mapa de placa de sub-bibliotecas de D2E7. Las posiciones de aminoacidos se
proporcionan tanto en el contexto de las CDR individuales como en la numeracion de Kabat. La FIG. 10
describe los SEQ ID NO: 8-10 y 5-7, de arriba a abajo, de izquierda a derecha, respectivamente, en orden de
aparicion.

La FIG. 11 proporciona perfiles de FACS de sub-bibliotecas de mutantes de D2E7 y controles de tipo salvaje.
La FIG. 12 proporciona perfiles de FACS de sub-bibliotecas de mutantes de D2E7 y controles de tipo salvaje.

Las FIG. 13A-13D proporcionan un modelo de relleno de espacio de D2E7 de la region variable de la cadena
pesada. Los paneles A B, y C muestran las CDR 1, 2, y 3 de la cadena ligera en color gris, respectivamente.
El panel D muestra el epitopo de anticuerpos anti-ld 1H11 en color gris. La secuencia de V4 (SEQ ID NO: 2)
segun se representa a continuacion muestra las CDR subrayadas ylas posiciones que son importantes para la
union a anti-ld 1H11 en texto en negrita con doble subrayado. Cada una de las tres CDR contribuye con uno o
mas aminoacidos al epitopo.

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWV
SAITWNSGHIDY ADSVEGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCA
KVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:2)

Las FIG. 14A-14D proporciona un modelo de relleno de espacio de la regién variable de cadena ligera de
D2E7. Los paneles A, B, y C muestran las CDR 1, 2, y 3 de la cadena ligera en color gris, respectivamente. El
panel D muestra el epitopo de anticuempos anti-Id 5A1 y 10F8 en color gris. La secuencia de V. (SEQ ID NO:
4) segun se representa a continuacion muestra las CDR subrayadas ylas posiciones que son importantes para
la unién a anti-Id 5A1 y 10F8 en texto en negrita con doble subrayado. Cada una de las tres CDR contribuye
con uno o mas aminoacidos al epitopo.
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIY A
ASTLQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQG
TKVEIK (SEQ ID NO:4)

La FIG. 15 proporciona analisis FACS de un punto de mutantes de CDR1-2 de Vy de D2E7.
La FIG. 16 proporciona un andlisis posicional representativo de D2E7.

La FIG. 17 proporciona Razones de Enriquecimiento medias de 1H11 por posicion.

La FIG. 18 proporciona Razones de enriquecimiento medias de 5A1 por posicién.

La FIG. 19 proporciona Razones de enriquecimiento medias de 10F8 por posicion.

Las FIG. 20A-20B muestran el impacto de las mutaciones de anticuerpos anti-TNF-a sobre la uniéon a
anticuerpos anti-Adalimumab en muestras de suero de cuatro donantes comerciales. Las posiciones de
aminoacidos se proporcionan en la numeracion de Kabat. VL-SS se refiere a una VL que tiene las
sustituciones G28S y A34S en CDR-L1 (numeracion de Kabat), correspondiente a la combinacion G5S + A11S
en CDR-L1.

Las FIG. 21A-21B muestran anticuerpos variantes anti-TNF-a con las mayores reducciones en la unién a
anticuemos anti-Adalimumab. VL-SS se refiere a una VL que tiene las sustituciones G28S y A34S en CDR-L1
(numeracion de Kabat), correspondiente a la combinacion G5S + A11S en CDR-L1.

La FIG. 22 muestra los datos de unién para las variantes con multiples sustituciones de aminoacidos. VL-SS
se refiere a una VL que tiene las sustituciones G28S y A34S en CDR-L1 (humeracion de Kabat),
correspondiente a la combinacion G5S + A11S en CDR-L1.

6. Descripcion detallada
6.1. Métodos para identificar anticuempos con inmunogenicidad reducida

La presente descripcion proporciona adicionalmente un sistema que pemite la contribuciéon inmunogénica de todos
y cada uno de los aminoacidos en una regién de interés dentro de un anticuerpo de interés (el anticuerpo de
referencia) que se debe dilucidar. Los métodos implican someter el anticuempo de referencia a una mutagénesis
integral en una o mas regiones (por ejemplo, una o mas de CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2, CDR-H3,
FR-L1, FR-L2, FR-L3, FR-H1, FR-H2, FR-H3, y FR-H4), y evaluar el efecto de las mutaciones sobre la unién a un
anticuerpo anti-idiotipico (un "anti-Id"). Los métodos descritos en la presente memoria dieron como resultado la
identificacion de los anticuerpos anti-TNF-a variantes con inmunogenicidad reducida descritas anteriommente.

Disefio y construccion de la biblioteca: Se disefia una biblioteca de anticuerpos que contiene cada posible Unica
sustitucion de aminoacidos en cada posicion posible en una regién deseada o dominio de un anticuerpo de
referencia para identificar el efecto (bueno, malo o neutro) de una mutacion sobre la unién a un anticuerpo anti-ld. A
continuaciéon se construye una biblioteca de variantes de anticuerpos, por ejemplo utilizando "codones NNK
aleatorios" para generar las variantes de un solo aminoacido, en donde "N" se refiere a cualquier base (p. €j., A, C,
GoT) y"K" serefiere a Go T. El esquema de aleatorizacion NNK puede codificar 32 codones diferentes que cubren
los 20 aminoacidos de origen natural. Los residuos de aminoacidos en cada posicion del anticuerpo pueden mutarse
a cualquiera de los 19 aminoacidos que son diferentes del aminoacido de tipo salvaje en la misma posicion, lo que
da como resultado una mutacién puntual de un solo aminoacido en el anticuerpo. El resultado final es una biblioteca
de variantes de anticuerpos que comprende grupos de multiples anticuempos que tienen un residuo que varia de un
miembro a otro en la biblioteca. La complejidad general de la biblioteca puede ser de entre aproximadamente 50-
10.000 miembros (p.ej., 50, 100, 500, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000, 5.500, 6.000,
6.500, 7.000, 7.500 , 8000, 8500, 9000, 9500, o 10.000 miembros), entre aproximadamente 1000-5000 miembros, o
aproximadamente 1000 miembros, basandose en el nimero de aminoacidos especificos para la mutacién.
Independientemente del tamafio y la complejidad de la biblioteca, los métodos descritos en la presente memoria
pemiten la deteccion simultanea yla secuendiacion simultdnea de todos los miembros de la biblioteca.

Como un ejemplo no limitante, para identificar variantes de anticuemos especificos con disminucion de la
inmunogenicidad en comparacién con el anticuerpo de referencia, los residuos de aminoacidos en las regiones
deteminantes de la complementariedad (CDR) son objetivos potenciales para la mutacion. La eliminacién o la
mitigacion de un epitopo de células B pueden producir un anticuerpo con inmunogenicidad reducida. Tipicamente,
se pueden considerar e identificar aproxmadamente 50 a 60 posiciones de aminoacidos de las CDR para la
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mutacion. Se puede disefiar y construir un conjunto de fragmentos de ADN sintéticos, que codifican V4 o Vi parental
de tipo salvaje y todas las variantes de anticuermpo de un solo aminoacido posibles. Los codones NNK aleatorios
descritos anteriommente se pueden utilizar para generar las variantes de anticuerpo de un solo aminoacido. Por lo
tanto, se pueden mutar los residuos de aminoacidos en cada posicién dentro de la CDR, dando como resultado
mutaciones puntuales de aminoacidos individuales a lo largo de la region CDR seleccionada. El resultado final
consiste en bibliotecas de variantes de anticuermpos que son grupos de multiples anticuerpos que tienen un residuo
que varia de un miembro a otro en la biblioteca. En este ejemplo, la biblioteca tiene aproximadamente 1000-1300
miembros, donde cada uno de las 50 a 60 o 65 posiciones de aminoacidos en las CDR en la regién seleccionada
esta sustituido con uno de los 19 aminoacidos de origen natural para un total de 20 aminoacidos diferentes en
cualquier posicion dada (es decir, 50 x20 = 1000; 60 x20 = 1200, 0 65 x20 = 1300).

Expresién de variantes de anticuerpos:

Después de la construccion de la biblioteca, la segunda etapa es expresar la biblioteca de variantes de anticuempos
para la clasificacion mediante presentacién en la superficie celular. La biblioteca de variantes se puede expresar
utilizando los métodos basados en la presentacion tales como, por ejemplo, presentacion en fagos, presentacién en
levadura, presentacion en bacterias, y presentacion en ribosomas, y se expresan preferiblemente en células de
mamifero para asegurar el plegamiento apropiado yla modificacion post-traduccional de las variantes expresadas.

Para la expresién de mamiferos, los dominios transmembrana utilizados para andar y presentar las moléculas de
inmunoglobulina tetraméricas sobre la superficie celular puede ser cualquier dominio transmembrana susceptible de
eliminacién a través de escision enzimatica, quimica o fotolitica. En algunas realizaciones, el dominio
transmembrana esta flanqueado por sitios de escision que son reconocidos y escindidos por una enzima de
esdcision. Por ejemplo, la enzima de escision puede ser una lipasa, una esterasa, una fosfatasa, una glicosidasa, o
una carboxipeptidasa. En algunas realizaciones, el dominio transmembrana comprende un analogo de
oligonudedtido o un oligonucledtido que tiene una secuencia que es reconocida y escindida por una nucdeasa tal
como una ribonudeasa (ARNasa) o una desoxirribonucleasa (ADNasa). En algunas realizaciones, el dominio
transmembrana comprende un péptido o analogo de péptido que es reconocido y escindida por una proteasa.

En algunas realizaciones, se puede utilizar ARNm de corte y empalme para producir inmunoglobulinas con o sin el
dominio transmembrana (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos NUm. 7.947 .495).

En otras realizaciones, el dominio de transmembrana esta flanqueado por sitios de reconocimiento de recombinasa
que son reconocidos por una recombinasa. Los ejemplos de los sitios de reconocimiento de recombinasa incluyen,
pero no se limitan a, sitios /ox, sitios att, sitios dif y sitios frt. Para revisiones de recombinasas, véanse, p.ej., Sauer,
1994, Curr. Opin. Biotech. 5:521-527; Landy, 1993, Curr. Opin. Biotech. 3:699-707; Sadowski, 1993, FASEB 7:760-
767;yla Publicacion de Patente de Estados Unidos Num. 20040115814.

Los dominios transmembrana para su uso en las composiciones y métodos descritos en la presente memoria
pueden derivar de proteinas de membrana tipo |, tipo Il y tipo Ill (véanse, p.€j., Chesnut et al., 1996, J. Imm.
Methods, 193:17-27; Wahlberg etal., 1997, J. Cell Biol., 137:555-562; Liao, 2001, Biotech. and Bioeng., 73:313-323;
y las Patentes de Estados Unidos Num. 5.264.357 y 6.686.168). Los dominios transmembrana descritos en la
presente memoria se pueden utilizar para producir proteinas de fusion del dominio transmembrana de
inmunoglobulina que comprenden anticuerpos completos (p.ej., IgG) o fragmentos de los mismos que se anclan yse
muestran en la superficie de las células que expresan las proteinas de fusion.

Los dominios transmembrana que son particulamente uGtiles en las composiciones y métodos descritos en la
presente memoria incluyen, pero no se limitan a, un dominio de transmembrana del receptor del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-R) (véase, p.ej., Chesnut et al., 1996, J. Inm. Methods, 193:17-27), un
dominio transmembrana de B7-1 (véase, por ejemplo, Chou et al., 1999, Biotech. and Bioeng., 65(2):160-169), y un
dominio transmembrana del receptor de asialoglicoproteina (ASGPR) (véase, p.ej., Liao, 2001, Biotech. and Bioeng.,
73:313-323). En algunas realizaciones, el dominio de anclaje de superficie celular se refiere a una secuencia sefial
de GPl que dirige el anclaje de la inmunoglobulina a la superficie celular a través de un conector de
glicosidilfosfatidilinositol (GPI) (véanse, p.ej., Medof et al., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84:2007-2011; y las
Patentes de Estados Unidos Num. 5.109.133 y 5.264.357). En ciertos casos, la secuencia sefial de GPI es del factor
humano acelerador de la degradacion (DAF). En otras realizaciones, el ancla del dominio transmembrana de la
superficie celular es de una proteina de inmunoglobulina.

Los vectores de presentacion de mamiferos se pueden utilizar para presentar anticuerpos intactos, aunque también
se pueden presentar fragmentos de anticuerpo tales como, por ejemplo, Fc, Fab', F(ab)2, y Fv de cadena sencilla.
Las cadenas pesadas y ligeras pueden ser codificadas como un Unico transcrito en virtud de la utilizaciéon de un
elemento del sitio intemo de entrada al ribosoma (IRES), que une la secuencia de polinucleétido que codifica las
cadenas ligeras variables y constantes al polinucledtido que codifica las cadenas pesadas variables y constantes.
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En una realizacién, los vectores de presentacién de mamifero comprenden un ancla de GPI extraible fusionada al
extremo C-temminal de la regidon constante de cadena pesada para facilitar el aislamiento de anticuermpos con
caracteristicas de unién y actividades bioldgicas deseadas. Cuando esta presente, el anda de GPI permite que
moléculas de inmunoglobulina sean presentadas sobre la superficie de la célula anfitiona de mamifero. La
eliminacién del ancla de GPl mediante digestidbn con las endonucleasas de restriccdon apropiadas pemnite la
conversion de las moléculas de inmunoglobulina unidas a la membrana en moléculas solubles.

Los ejemplos de células anfitrionas de mamifero adecuadas incluyen, pero no se limitan a, células HelLa (células
HelLa S3, ATCC CCL2.2), células Jurkat, células Raji, células Daudi, células de rifiédn embrionario humano (293-
HEK; ATCC 293¢18 , ATCC CRL 1573), células de riidn de mono verde africano (CV-1; Vera; ATCC CRL 1587),
células de rifidn de mono transformadas con SV40 (COS-1; ATCC CRL 1650), células de rifion canino (MDCK;
ATCC CCL 34), células de rifién de cria de hamster (BHK-21, BHK-570; ATCC CRL 8544, ATCC CRL 10314),
células de ovario de hamster chino (CHO-K1; ATCC CCL61; CHO DG44 (Chasin et al., 1986, Som Cell Molec Genet,
12, 555)), y otras lineas celulares de roedores, tales como NSO, SP2/0O, GHL (ATCC CCL82), H-4-II-E (ATCC CRL
1548), yNIH-3T3 (ATCC CRL 1658).

En una realizacién, se pueden utilizar los métodos y vectores descritos en la Patente de Estados Unidos Num.
7.947.495. El sistema de presentacion en superficie celular de mamifero incluye vectores auto-replicantes y células
de mamiferos. Los vectores de mamifero autorreplicantes comprenden tipicamente: (1) un origen de replicacién
auto-replicante; (2) al menos un promotor eucariético; (3) un dominio de transmembrana fijo o retirable; (4) una
region constante de cadena ligera; (5) una regidon constante de cadena pesada; (6) sitios de restriccion para la
insercion de regiones variables de cadena ligera y pesada; (7) un sitio interno de entrada de ribosoma (IRES); y (8)
al menos un marcador seleccionable. Ademas, los vectores pueden comprender un origen de replicacion
procariético, un teminador de la transcripcidn, una sefal de poliadenilacion y/o secuencias lider, asi como ofras
secuencias necesarias para la expresion en células anfitrionas eucariotas. Una vez transformadas, las células
anfitrionas se incuban en condiciones que pemiten la expresion de los anticuerpos. Los plasmidos resultantes se
pueden recuperar facilmente a partir de células como se ha descrito (véase, p.ej., Hirt, 1967, J. Mol. Biol., 26, 365-
369).

Ademas de las técnicas anteriores, se puede emplear una biblioteca de presentaciéon en la superficie de levaduras
para la presentacidn en la superficie celular de bibliotecas de anticuerpos variantes. La tecnologia de presentacion
en la superficie de levaduras (revisada por Boder y Wittrup, 2000, Methods in Enzymology 328:430-444) pemite que
se expresen bibliotecas de anticuerpos en la pared celular de levaduras en una forma accesible para interactuar con
una molécula marcada para el andlisis en los métodos de clasificacion de células. En una realizacién, las variantes
se expresan como proteinas de fusion con toda o una porcidn de la proteina AGA2 de levadura, que se llega a
presentar en la superficie de la pared celular de levaduras, para la clasificacién de acuerdo con los métodos
descritos a continuacién. Véanse, p.ej., Boder et al., 1997, Nat. Biotechnol. 15:553-5657 y Feldhaus et al., 2003, Nat.
Biotechnol. 21:163-170.

También se puede utilizar la presentacion en fagos de variantes de anticuermpos. Las cadenas de anticuermpos se
pueden expresar como proteinas de fusion con una proteina de la cubierta del fago de la superficie exterior del fago.
Después de eso, los paquetes de presentacidn se pueden seleccionar para la presentacion de anticuerpos que se
unen a una diana. En una realizacion, las variantes de anticuerpos se muestran en una forma monovalente a partir
de particulas de fagos flamentosos como fusiones con el producto del gen Ill de M13 empaquetado dentro de cada
particula y se expresan en el exterior del fago. Los métodos de presentacidon en fagos de anticuerpos son conocidos
por los expertos en la técnica y son descritos, por ejemplo, por Hoogenboom, en "Overview of Antibody Phage-
Display Technology and Its Applications", de Methods in Molecular Biology: Antibody Phage Display: Methods and
Protocols (2002) 178:1-37 (O'Brien and Aitken, eds., Human Press, Totowa, N.J.).

En otra realizacion, la tecnologia de presentacidon en ribosomas (véanse Hanes et al.,, 2000, Meth. Enzymol.
328:403-430; Pluckthun et al., 2000, Adv. Prot. Chem. 55:367403; Lipovsek y Pluckthun, 2004, J. Immunological
Methods 290:51-67) se utiliza para expresar anticuerpos variantes. La tecnologia de presentacién en ribosomas
incorpora la traduccidn in vitro y enlace covalente o no covalente entre genotipo, tal como ARN, y el fenotipo
codificado, tal como un anticuerpo variante, para seleccionar anticuempos variantes que tienen una reduccion de la
unién a anticuerpos anti-Id. La biblioteca se elabora mediante la sintesis de una reserva de ADN de diversas
secuencias que a continuacion se transcriben para producir una reserva de ARNm. La traduccion in vitro se utiliza
para generar los polipéptidos o proteinas codificados mostrados, y las interacciones de unién deseables se
seleccionan utilizando un compafero de unién inmovilizado. El ARNm que codifica las entidades de unién puede ser
utilizado para preparar ADNc, que a continuacion puede ser amplificado y el procedimiento puede repetirse para
enriquecer la poblacion de genes que codifican anticuerpos variantes con caracteristicas deseadas. Las proteinas
seleccionadas pueden ser identificadas mediante clonacion de las secuencias codificantes individuales y
secuenciacion de ADN.

También se puede utilizar un sistema de presentacién en bacterias para expresar anticuerpos variantes. Véase, por
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ejemplo, Skerra et al., 1988, Science 240:1038-1041; Better et al., 1988, Science 240:1041-1043; Harvey et al.,
2004, Proc. Nat. Acad. Sci. USA101(25):9193-9198; y Mazor et al., 2007, Nat. Biotechnol. 25(5):563-565.

Clasificacion de Bibliotecas:

Las células anfitrionas que presentan variantes de anticuerpos expresadas se pueden clasificar utilizando analisis de
enriquecimiento por afinidad. Los anticuerpos variantes se pueden dasificar en funcion de su (1) pérdida de unién a
un anti-Id, (2) opcionalmente, retencién de la unién al antigeno diana y (3) opcionalmente, nivel de expresién. Los
anti-ID son anticuerpos dirigidos contra las regiones variables de otros anticuerpos. Por esta razon, el sitio de unién
al antigeno de un anti-Id puede ser similar a la molécula diana a la que se une el anticuerpo reconocido por el anti-
Id. Los métodos de fabricacién de anti-ID son conocidos en la técnica, y en general implican el uso del anticuempo de
interés (p.ej., el anticuempo de referencia) como inmundégeno para generar anticuerpos por medios tradicionales,
tales como los descritos a continuacion para el anticuerpo de referencia. Los anticuerpos anti-id puede ser
monoclonales de origen humano o animal.

Los ejemplos de los andlisis adecuados para su uso en la dasificacion de las variantes de anticuerpo incluyen, pero
no se limitan a, células activadas por fluorescencia (FACS), clasificacidn mediante esferas magnéticas, tecnologia de
deteccidon de anticuerpos CellSpot™ de Trellis Bioscience, Inc. (South San Francisco, CA), y/o el aparato de
escrutinio de clones de células de mamiferos ClonePix FL de Genetix Ltd. (Hampshire, Reino Unido).

Para la dasificacion FACS, las células se incuban con un anticuerpo marcado fluorescentemente (p.ej., un anti-ld o
un anticuerpo que detecta un epitopo comun en las porciones no mutagenizadas de las variantes) o antigeno diana
a una concentracion proxima a la constante disociacion (Kp) para deteminar la afinidad del anticuermpo de referencia,
para deteminar la discriminacion maxima entre el anticuerpo de referencia y las variantes con afinidades similares.
Las células tefidas se clasifican en una o mas subpoblaciones de tal manera que se aumentan o disminuyen las
frecuencias de las variantes con una propiedad de interés en la subpoblacion relevante.

La clasificacion para deteminar la unién anti-Ild se puede realizar utilizando cualquiera de los métodos descritos
anteriomente. Generalmente, las células que expresan variantes de anticuerpos se incuban con un anti-ld y se
clasifican por la cantidad de anti-Id unido. Se puede obtener un valor de unién de referencia a partir de células que
expresan el anticuerpo de referencia, y se pueden identificar las células que muestran disminucién de la union a los
anticuerpos anti-Id clasificando las células en subpoblaciones que tienen anti-Ild unido por encima o por debajo del
valor de referencia.

Opcionalmente, las variantes de anticuempos de expresion en células también se clasifican basandose en los niveles
de expresion. La cantidad total de anticuerpo fluorescente o antigeno unido a una célula que expresa una variante
de anticuerpo durante, p.ej., FACS, se relaciona tanto con la afinidad de unién como con la cantidad total de
anticuerpo variante presentado. La cantidad de anticuerpo variante presentado puede variar de clon a clon. Por lo
tanto, en ciertos casos, las células que expresan los anticuempos variantes de interés, por ejemplo, una IgG completa
anclada a la superficie celular a través de un ancda de dominio transmembrana, pueden ordenarse utilizando FACS
utilizando un anticuempo marcado fiuorescentemente contra la inmunoglobulina (p.ej., anticuerpo anti-IgG) (ademas
de la dasificacion para la unién anti-Id). Los diferentes anticuerpos utilizados para la deteccion de diferentes
propiedades, por ejemplo, el anti-Ild y el anticuempo anti-lgG utilizado para detectar los niveles de expresion,
tipicamente se marcan con fluoréforos que tienen diferentes espectros de excitacion y/o de emisién, proporcionando
de este modo un sistema de deteccién de dos colores.

Las células también se pueden clasificar para detemrminar la unién a la diana. Tipicamente, sera deseable seleccionar
una variante de anticuerpo que conserve la union a la diana, p.ej., una variante con aproximadamente igual o mayor
union a la molécula diana en comparacién con el anticuerpo de referencia. Las bibliotecas tefiidas simultaneamente
con anti-ld y molécula diana se pueden clasificar mediante FACS en dos subpoblaciones: una primera poblacion por
encima de un cierto umbral para la unién a la diana, y una segunda poblacion doblemente clasificada para unién a la
diana, asi como para la disminucién de la unién anti-idiotipo. Las diferentes moléculas utilizadas para la deteccion de
diferentes propiedades, p.ej., el anti-ld y la molécula diana, se marcan tipicamente con fluoréforos que tienen
diferentes espectros de excitacidon y/o de emisién, proporcionando de este modo un sistema de deteccion de dos
colores.

En otras realizaciones, las células pueden ser dasificadas para deteminar la unién anti-Id, los niveles de expresion
y unién a la diana. En estas realizaciones, se puede utilizar un sistema de deteccion de tres colores utilizando tres
etiquetas distinguibles.

Cuando se utiliza tincién doble o triple para la dasificacion simultanea de la unién anti-Id y los niveles de expresion
y/lo unién a la diana, la diana marcada y anticuerpos marcados se marcan tipicamente con fluoréforos que tienen
diferentes espectros de excitacion y/o de emision, proporcionando asi un sistema de deteccidn de dos colores o de
tres colores. La dasificacién en diferentes poblaciones también se puede llevar a cabo en serie. Por ejemplo, las
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células clasificadas en una subpoblacién que tiene reduccién de la union al anti-ld se pueden clasificar en mas
subpoblaciones basandose en la union a la diana y los niveles de expresion, produciéndose la dasificacion basada
en la union a la diana y en niveles de expresion simultineamente o sucesivamente. En otras realizaciones, las
variantes identificadas durante la clasificacién para deteminar la uniéon de anticuerpos anti-idiotipicos (y las células
anfitrionas que los expresan)se caracterizan para deteminar la union a la diana utilizando un métodos de validacion
independientes descritos mas abajo.

Analisis de las poblaciones clasificadas:

Después de la clasificacion en subpoblaciones, la frecuencia de cada variante de anticuerpo en cada subpoblaciéon
se puede deteminar mediante la secuenciacion de los plasmidos que codifican las variantes. Un método de
secuendciacion de ADN preferido de la descripcién es la "secuenciacion masiva en paralelo” o la "pirosecuendciaciéon
masiva en paralelo" (véanse, p.ej., las Patentes de Estados Unidos Num. 6.787.308; 6.833.246; 6.897.023;
6.956.114; 7.057.026; 7.115.400, 7.211.390; y 7.232.656). Este método pemite la secuenciacién rapida y
econdmica de ADN y acelera la identificacién de variantes de anticuerpos especificos con la actividad o
caracteristicas deseadas.

Después de la secuenciacion, se puede realizar el andlisis estadistico de las secuencias para identificar las variantes
deseadas. Tal analisis puede incluir el analisis mediante ordenador de las secuencias de ADN de partida. Las
secuencias de ADN de partida se pueden traducir a secuencias de proteina, alinear y comparar con el anticuermpo de
referencia para identificar las mutaciones. La frecuencia de cada aminoacido observado en cada posicion puede ser
tabulada para deteminar el tipo de categoria (p.ej., disminucién de la inmunogenicidad y aumento, disminucion, o
expresion neutra o afinidad por la molécula diana) y se compar6 con el anticuerpo de referencia. La poblacion
seleccionada presentara un enriquecimiento de las variantes con la actividad deseada, tales como, p.ej., aquellas
que reducen la inmunogenicidad, conservan la expresion, y/o conservan la uniéon a la molécula diana, mientras que
la poblacidon seleccionada presentara un empobrecimiento de las variantes con actividades no deseadas.

Se puede calcular una razén de enriquecimiento (RE) para cada variante que proporciona una medida del grado de
enriquecimiento o empobrecimiento de la variante en una poblacién en comparacién con otras variantes y/o el
anticuemo de referencia. En realizaciones en las que las células se clasifican en funciéon de (a) los niveles de
expresion por encima de un cierto umbral y (b) una baja unibn a un anticuerpo anti-idiotipo (la poblaciéon
"clasificada"), el nimero de veces que una mutacidon se encuentra en una posicidon dada es nomalizado para
detemminar el nimero de veces que se secuencié esa posicion y se expresa como una frecuencia por 1000
secuendias. A continuacion, la frecuencia de la mutacion en la poblacion clasificada se divide por la frecuencia en la
poblacion expresada para proporcionar la Razoén de Enriquecimiento (RE) que indica si la poblacion clasificada ha
resultado enriquecida o empobrecida en la mutacién en comparacion con la poblacién expresada, y en qué grado.
Las mutaciones en las que ha resultado enriquecida la poblacién clasificada presentaran una disminucion de la
union al anti-idiotipo, mientras que las mutaciones en las que ha resultado empobrecida presentaran un aumento de
union al anti-idiotipo. Del mismo modo, los coeficientes de enriquecimiento pueden ser calculados para cada variante
clasificada de acuerdo con el aumento de afinidad, la disminucidn de afinidad o similar afinidad (neutra) por la diana.

En realizaciones en las que las células se clasifican sélo para deteminar la disminucién de la unién al anti-idiotipo,
p.ej., cuando las células se clasifican de forma no simultdnea para deteminar los niveles de expresién, se puede
determinar una razén de enriquecimiento dividiendo la frecuencia de la mutaciéon en una subpoblacion en la que se
ha unido el anti-idiotipo por debajo de un valor de referencia determinado a partir de células que expresan el
anticuerpo de referencia por la frecuencia de la mutacion en una subpoblacidn en la que se ha unido el anti-idiotipo a
un valor igual al valor de referencia o superior.

Validacion de las variantes individuales:

Las caracteristicas de union de los polipéptidos variantes expresados individualmente pueden analizarse utilizando
una variedad de técnicas para confirnar su comportamiento en el contexto de una biblioteca. Estas técnicas incluyen
BlAcore, FACS, ELISA, AlphalLisa y KinExA. Los andlisis BIAcore determinan la unién utilizando resonancia de
plasmon superficial (RPS), un fendbmeno 6ptico que pemite la deteccidon de interactuantes sin marcar y se pueden
utilizar para deteminar la afinidad de unién de variantes de anticuerpos individuales (p.gj., Solicitud de Patente de
Estados Unidos Num. 2008/0274114; y Che et al., 2009, J. Pharm. y Biomed. Analysis 50(2):183-188). AlphaLIS A
se puede utilizar para deteminar la afinidad de unién de variantes individuales a una molécula diana (véase, por
ejemplo, Ullman et al., 1996, Clinical Chemistry, 42(9):1518-1526; y Hideharu et al., 2007, Cancer Science
98(8):1275-80). KinExA (analisis de exclusion cinética) mide la concentracion de la molécula de receptor (R) no
complejado en una mezcla de receptor, ligando (L), y complejo LR. La concentracién de R no complejado se mide
mediante la exposicion de la mezcla en fase de solucion a L inmovilizado en fase sélida durante un periodo de
tiempo muy breve. El "tiempo de contacto" entre la mezcla en fase de solucion y L inmovilizado en fase sdlida se
mantiene lo suficientemente breve para que la disodiacion del complejo de LR sea insignificante. Cuando se excluye
cinéticamente la posibilidad de disociacién significativa del complejo LR, solamente puede unirse a la fase sdélida R

-9-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2621285713

no complejado ("libre"). La cantidad de R libre que se une a la fase sdlida (medida por la emisién de fluorescencia de
un marcador secundario) es directamente proporcional a la concentracion de R libre en la muestra en fase de
solucion. KinExA también se puede utilizar para deteminar la afinidad de unién de variantes individuales a una
molécula diana (véanse, por gfemplo, la Solicitud de Patente de Estados Unidos. Num. 2008/0274114; y Darling et
al., 2004, ASSAY and Drug Development Technologies 2:647-657).

6.2. Anticuerpos anti-TNF-a variantes

Los métodos descritos anteriornente se han aplicado al anticuermpo anti-TNF-a D2E7, también conocido como
adalimumab, para identificar variantes con una afinidad reducida por un anticuerpo antiidiotipico en comparacién con
D2E7. Las variantes que muestran afinidad reducida por los anticuerpos anti-idiotipicos se conocen como variantes
de "inmunogenicidad reducida".

En ciertos aspectos, la presente descripcidon proporciona anticuerpos anti-TNF-a que tienen una inmunogenicidad
reducida en comparacion con D2E7. Los anticuemos anti-TNF-a de la descripcion tienen tipicamente una o mas
sustituciones de aminoacidos en sus CDR en comparacién con las CDR de D2E7, en donde dichas al menos una o
mas sustituciones reducen la inmunogenicidad del anticuemo, en comparacion con D2E7. En ciertas realizaciones,
la inmunogenicidad reducida resulta de la eliminacién o mitigacion de uno o mas epitopos de células B.

Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena pesada y ligera de D2E7 se representan por el
SEQ ID NO: 2 y el SEQ ID NO: 4, respectivamente, y estan codificadas por el SEQ ID NO: 1 yel SEQ ID NO: 3,
respectivamente. Las secuencias de aminoacidos de las regiones variables de cadena pesada y ligera también se
representan en la FIG. 1A Las secuencias de aminoacidos de las CDR de D2E7, y sus identificadores
correspondientes, se presentan en la FIG. 1B. Las secuencias de nucleétidos de las regiones variables de cadena
pesada y ligera de D2E7, publicadas en la Patente de Estados Unidos Nim. 6.090.382, se muestran en la FIG. 1C.
Se pueden utilizar otras secuencias de nudedtidos cualesquiera que codifican el SEQ ID NO: 2 o el SEQ ID NO: 4
en las composiciones y métodos de la presente descripcién en lugar de las secuencias publicadas.

En ciertos aspectos, los anticuerpos anti-TNF-a de la descripcion que tienen inmunogenicidad reducida tienen union
a TNF-a comparable o mejorada con respecto a D2E7. La afinidad se puede someter a ensayo, por ejemplo,
mediante los métodos de validacion descritos en la Seccion 6.1.

Las sustituciones ilustrativas que producen anticuerpos anti-TNF-a con epitopos de células B eliminados o mitigados
y que tienen menor inmunogenicidad, en comparacion con D2E7 se enumeran en las FIG. 2 y 3 (es decir, FIG. 3A-
3B). Las sustituciones adecuadas incluyen G5F en CDR-L1, G51 en CDR-L1, G5V en CDR-L1, G5W en CDR-L1,
G5Y en CDR-L1, R7l en CDR-L1, R7T en CDR-L1, R7V en CDR-L1, N8A en CDR-L1, N8D en CDR-L1, N8E en
CDR-L1, N8L en CDR-L1, N8M en CDR-L1, N8Q en CDR-L1, N8R en CDR-L1, A1l en CDR-L2, A1T en CDR-L2,
A1V en CDR-L2, T4D en CDR-L2, R2G en CDR-L3, N4F en CDR-L3, N4M en CDR-L3, N4W en CDR-L3, N4Y en
CDR-L3, R5L en CDR-L3, R5N en CDR-3, R5W en CDR-L3, R5Y en CDR-L3, D1S en CDR-H1, Y2A en CDR-H1,
Y2C en CDR-H1, Y2K en CDR-H1, Y2M en CDR-H1, Y2R en CDR-H1, Y2S en CDR-H1, Y2V en CDR-H1, H5C en
CDR-H1, H5D en CDR-H1, H5E en CDR-H1, H5S en CDR-H1, H5T en CDR-H1, T3A en CDR-H2, T3G en CDR-H2,
W4A en CDR-H2, W4F en CDR-H2, W4H en CDR-H2, WAL en CDR-H2, WAM en CDR-H2, W4V en CDR-H2, N5G
en CDR-H2, S6D en CDR-H2, S6L en CDR-H2,19K en CDR-H2, D10L en CDR-H2, Y11A en CDR-H2, Y11C en
CDR-H2, Y11E en CDR-H2, Y11F en CDR-H2, Y11G en CDR-H2, Y11H en CDR-H2, Y111 en CDR-H2, Y11K en
CDR-H2, Y11L en CDR-H2, Y11M en CDR-H2, Y11N en CDR-H2, Y11Q en CDR-H2, Y11R en CDR-H2, Y11S en
CDR-H2, Y11V en CDR-H2, Y11W en CDR-H2, A12Y en CDR-H2, D13N en CDR-H2, V15D en CDR-H2, V15L en
CDR-H2, V15M en CDR-H2, V15Q en CDR-H2, V15T en CDR-H2, E16F en CDR-H2, E16H en CDR-H2, E16K en
CDR-H2, E16T en CDR-H2, E16W en CDR-H2, G17A en CDR-H2, G17C en CDR-H2, G17E en CDR-H2, G17H en
CDR-H2, G171 en CDR-H2, G17Ken CDR-H2, G17L en CDR-H2, G17M en CDR-H2, G17P en CDR-H2, G17Q en
CDR-H2, G17R en CDR-H2, G17S en CDR-H2, G17T en CDR-H2, G17Y en CDR-H2, V1G en CDR-H3, VIR en
CDR-H3, VIW en CDR-H3, L4T en CDR-H3, L4V en CDR-H3, T6V en CDR-H3, S9K en CDR-H3, SOW en CDR-H3,
S9Y en CDR-H3,yD11Ven CDR-H3.

Los anticuerpos anti-TNF-a de la descripcién pueden comprender cualquier de las sustituciones enumeradas en las
FIG. 2 y 3, solas o combinadas, y, opcionalmente, una o mas sustituciones adicionales. Las sustituciones en CDR-L1
ilustrativas que producen anticuerpos con epitopos de células T eliminados o mitigados y tienen menor
inmunogenicidad, en comparacién con D2E7 se enumeran en la Tabla 11 de la Publicacion de Estados Unidos Num.
2010/0266613 A1 yen la Publicacién Internacional PCT Num. 2010/121140.

Las sustituciones y combinaciones de sustituciones adecuadas en CDR-L1 incluyen R7Q; A11S; R7Q + A11S; N8T;
N8T + A11S; I6T; A11G; 16T + A11G; Q4G; Q4G + A11S; Q4G + A11G; Q4H; Q4H + A11S; Q4R; Q4R + A11S;
G5S; G5S + A11S; N8S + A11S; 16T + A11S; yN8T + A11G.

Las sustituciones ilustrativas que producen anticuerpos con mayor afinidad por TNF-a en comparaciéon con D2E7 se
-10 -



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2621285713

enumeran en las Tablas 12 y 25 de la Publicacion de Estados Unidos Num 2010/0266613 A1 y la Publicacion
Internacional PCT Num. 2010/121140. Las sustituciones adecuadas induyen S3K en CDR-L2, S3R en CDR-L2, S3N
en CDR-L2, T4H en CDR-L2, T4Q en CDR-L2, T4V en CDR-2, T4F en CDR-L2, T4W en CDR-2, T4Y en CDR-L2;
L5R en CDR-L2, L5K en CDR-L2, Q6K en CDR-L2, Q6R en CDR-L2, D1G en CDR-H1, Y2H en CDR-H1, A3G en
CDR-H1,y T3N en CDR-H2.

Los anticuerpos de la descripcion pueden comprender una o mas sustituciones descritas en las Tablas 1125 de la
Publicacién de Estados Unidos Num. 2010/0266613 A1 yla Publicacién Internacional PCT Num. 2010/121140.

Los anticuerpos anti-TNF-a de la descripcion pueden ser monoclonales, modificados genéticamente y formas de
anticuerpos modificadas de otra manera, induyendo, pero sin limitarse a, anticuerpos quiméricos, anticuemos
humanizados, anticuerpos heteroconjugados (p.ej.,, anticuerpos biespecificos, diacuerpos, ftriacuerpos, y
tetracuerpos), y fragmentos de de anticuerpos unién a antigenos, incluyendo, por ejemplo, fragmentos Fab', F(ab')z,
Fab, Fv, rigG, y scFv. Por otra parte, a menos que se indique lo contrario, se pretende que el témino "anticuerpo
monoclonal" (mAb) incluya tanto moléculas intactas como fragmentos de anticuerpos (tales como, por ejemplo,
fragmentos Fab, Fab', F(ab')2 y Fv) que son capaces de unirse especificamente a una proteina.

Los fragmentos Fab y F(ab'). carecen del fragmento Fc del anticuerpo intacto, se elminan mas rapidamente de la
circulacion del animal o planta, y pueden tener menos unién no especifica a tejidos que un anticuerpo intacto (Wahl
et al.,, 1983, J. Nucl. Med. 24:316). El fragmento Fab contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer
dominio constante (Cx1) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab' difieren de los fragmentos Fab en la adicion de
unos pocos residuos en el extremo carboxilo del dominio Cn1 de la cadena pesada que incluye una o mas cisteinas
de la regién bisagra del anticuerpo. Los fragmentos F(ab') se producen por escisiéon del enlace disulfuro en las
cisteinas de la bisagra del producto de digestién con pepsina de F(ab').. Un fragmento "FV' es el fragmento de
anticuermpo minimo que contiene un sitio de reconocimiento y unién de la diana completa. Esta region consiste en un
dimero de un dominio variable de cadena pesada y ligera en asociacién estrecha, no covalente (dimero Vr-V,). Los
fragmentos de anticuerpo "Fv de cadena sencilla" o "scFv' comprenden los dominios V4 y VL de un anticuerpo en
una unica cadena de polipéptido, y también estan dentro del alcance de la descripcidn. Otros anticuerpos abarcados
por la descripcion incluyen "anticuerpos de dominio Unico", que se componen de un solo dominio Vr 0 VL que exhibe
suficiente afinidad por la molécula diana. En una realizacién especifica, el anticuerpo de dominio Unico es un
anticuerpo de camélido (véase, p.ej., Riechmann, 1999, Joumal of Immunological Methods 231:25-38).

Los anticuerpos anti-TNF-a de la descripcidon son preferiblemente anticuerpos monoclonales. El término "anticuerpo
monoclonal" segun se utiliza en la presente memoria no se limita a anticuerpos producidos a través de tecnologia de
hibridoma. El témino "anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo que se obtiene a partir de un Unico don,
incluyendo cualquier clon eucariotico, procariotico o de fago y no al método por el cual se produce. Los anticuerpos
monoclonales utiles en relaciéon con la presente descripcion se pueden preparar utilizando una amplia variedad de
mecanismos conocidos en la técnica, induyendo el uso de tecnologias de hibridoma, recombinantes, y de
presentacion de fagos o una combinacion de las mismas. Los anticuerpos de la descripcion incluyen anticuerpos
quiméricos, primatizados, humanizados, o humanos.

Los anticuerpos anti-TNF-a de la descripcion pueden ser anticuerpos biespecificos. Los anticuerpos biespecificos
son monodonales, a menudo humanos o humanizados, anticuerpos que tienen especificidades de union para al
menos dos antigenos diferentes. En la presente descripcién, una de las especificidades de union puede ser dirigida
hacia cualquiera de los dos antigenos, tales como una proteina de la superficie celular, receptor, subunidad de
receptor, antigeno especifico de tejido, proteina derivada de virus, proteina de la envoltura codificada viralmente,
proteina derivada de bacterias, o proteina de la superficie bacteriana, etc.

Los anticuemos anti-TNF-a de la descripcién induyen anticuermpos derivatizados. Por ejemplo, pero no a modo de
limitacién, los anticuerpos derivatizados son tipicamente modificados por glicosilacion, acetilacion, pegilacion,
fosforilacion, amidacion, derivatizacion por grupos protectores/de bloqueo conocidos, esdision proteolitica, union a
un ligando celular u otra proteina, etc. Cualquiera de las numerosas modificaciones quimicas pueden llevarse a cabo
mediante técnicas conocidas, incduyendo, pero sin limitarse a, escisién quimica especifica, acetilaciéon, fomilacién,
sintesis metabdlica de tunicamicina, etc. Ademas, el derivado puede contener uno o mas aminoacidos no naturales,
p.ej., utilizando la tecnologia Ambrx (Véase, p.ej., Wolfson, 2006, Chem. Biol. 13(10):1011-2).

En otra realizacién mas de la descripcion, los anticuerpos anti-TNF-a pueden ser anticuempos cuya secuencia se ha
modificado para alterar al menos una funcion efectora biolégica mediada por la region constante relativa a la
secuendia de tipo salvaje correspondiente. Por ejemplo, en algunas realizaciones, los anticuerpos y/o variantes de
anticuerpo de referencia de la descripcion pueden ser modificados para reducir al menos una funcién efectora
biolégica mediada por la regién constante relativa a un anticuerpo no modificado, p.ej., reduccién de la unién al
receptor Fc (FcyR). La unién a FcyR se puede reducirmediante la mutacién del segmento de la region constante de
inmunoglobulina del anticuerpo en regiones particulares necesarias para las interacciones de FcyR (Véase, p.ej.,
Canfield y Morrison, 1991, J. Exp. Med. 173:1483-1491; y Lund et al.,, 1991, J. Immunol. 147:2657-2662). La
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reducciéon de capacidad de union a FcyR del anticuerpo también puede reducir otras funciones efectoras que se
basan en interacciones de FcyR, tales como la opsonizacion, la fagocitosis y la citotoxicidad celular dependiente de
antigeno ("ADCC").

En otras realizaciones de la descripcion, un anticuerpo de referencia y/o variante de anticuerpo se puede modificar
para adquirir o mejorar al menos una funcién efectora biolégica mediada por la regidn constante la relativa a un
anticuerpo no modificado, p.ej., para mejorar las interacciones de FcyR (Véase, por ejemplo, el documento US
2006/0134709). Por ejemplo, un anticuerpo de referencia y/o variantes de anticuerpos de la descripcion pueden
tener una regién constante que se une FcyRIIA, FcyRIIB y/o FcyRIIIA con mayor afinidad que la region constante de
tipo salvaje correspondiente.

Por lo tanto, los anticuerpos anti-TNF-a de la descripcién pueden tener alteraciones en la actividad biolégica que dan
como resultado el aumento o disminucién de la opsonizacién, la fagocitosis, o la ADCC. Tales alteraciones son
conocidas en la técnica. Por ejemplo, las modificaciones en los anticuerpos que reducen la actividad ADCC se
describen en la Patente de Estados Unidos Num. 5.834.597. Una variante reductora de ADCC ilustrativa
corresponde al "mutante 3" (que se muestra en la Fig. 4 de la Patente de Estados Unidos NUm. 5.834.597) en el que
se suprime el residuo 236 ylos residuos 234, 235 y 237 (utilizando la numeracién de EU) se sustituyen por alaninas.

En algunas realizaciones, los anticuerpos anti-TNF-a de la descripcion tienen bajos niveles de o carecen de fucosa.
Los anticuemos que carecen de fucosa se han correlacionado con la actividad de ADCC mejorada, especialmente a
dosis bajas de anticuerpo. Véanse Shields et al., 2002, J. Biol. Chem. 277:26733-26740; Shinkawa et al., 2003, J.
Biol. Chem. 278:3466-73. Los métodos de preparacion de anticuerpos con menos fucosa incuyen el crecimiento en
células YB2/0 de mieloma de rata (ATCC CRL 1662). Las células YB2/0 expresan bajos niveles de ARN de FUTS,
que codifica a-1,6-fucosiltransferasa, una enzima necesaria para la fucosilacion de polipéptidos.

En otro aspecto mas, los anticuerpos anti-TNF-a pueden ser anticuerpos que han sido modificados para aumentar o
reducirsus afinidades de unién al receptor de Fc fetal, FcRn, por ejemplo, mediante la mutacion del segmento de la
region constante de inmunoglobulina en regiones concretas implicadas en las interacciones de FcRn (Véase, p.ej., el
documento WO 2005/123780). En realizaciones concretas, un anticuerpo de referencia y/o variante de anticuerpo de
la clase IgG se mutan de tal manera que al menos sélo uno de los residuos de aminoacidos 250, 314, y 428 de la
region constante de la cadena pesada esta sustituido, o en cualquiera de sus combinaciones, tales como en las
posiciones 250y 428, o en las posiciones 250 y 314, o en las posiciones 314 y 428, o en las posiciones 250, 314, y
428, siendo las posiciones 250 y 428 una combinacion especifica. Para la posicion 250, el residuo de amino acido
sustituyente puede ser cualquier residuo de aminoécido distinto de treonina, incluyendo, pero no limitado a, alanina,
cisteina, acido aspartico, acido glutdmico, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, leucina, metionina,
asparragina, prolina, glutamina, arginina, serina, valina, triptéfano o tirosina. Para la posicion 314, el residuo de
amino 4cido sustituyente puede ser cualquier residuo de aminoacido distinto de leucina, incluyendo, pero no limitado
a, alanina, cisteina, acido aspartico, acido glutdmico, fenilalanina, glicina, histidina, isoleucina, lisina, metionina,
asparragina, prolina, glutamina, arginina, serina, treonina, valina, triptéfano o tirosina. Para la posicién 428, los
residuos de aminoacidos sustituyentes pueden ser cualquier residuo de aminoacido distinto de metionina,
incluyendo, pero no limitado a, alanina, cisteina, acido aspartico, acido glutdmico, fenilalanina, glicina, histidina,
isoleucina, lisina, leucina, asparragina, prolina, glutamina, arginina, serina, treonina, valina, triptéfano o tirosina.
Estas mutaciones aumentan la unién del anticuerpo a FcRn, que protege el anticuerpo de la degradacién y aumenta
susemivida.

En otros aspectos, un anticuerpo de referencia y/o variante de anticuerpo tiene uno o mas aminoacidos insertados
en una o mas de sus regiones hipervariables, por ejemplo como describen Jung y Plickthun, 1997, Protein
Engineering 10:9, 959-966; Yazaki et al., 2004, Protein Eng. Des Sel. 17(5):481-9. Epub 17 de agosto de 2004; y la
Solicitud de Patente de Estados Unidos Num. 2007/0280931.

Los anticuerpos anti-TNF-a de la descripcién incluyen productos conjugados de anticuerpos que estan modificados,
p.ej., mediante la unién covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo, de manera que la unidn covalente no
interfiere en la union a TNF-a.

En ciertos aspectos, un anticuerpo anti-TNF-a de la descripcion se puede conjugar con un radical efector o un
marcador. El témino "radical efector" segun se utiliza en la presente memoria incluye, por ejemplo, agentes
antineoplasicos, famacos, toxinas, proteinas biolégicamente activas, por ejemplo enzimas, otros anticuerpos o
fragmentos de anticuerpos, polimeros sintéticos o de origen natural, acidos nucleicos (por ejemplo, ADN y ARN),
radionuclidos, particulamente radioyoduro, radiois6topos, metales quelados, nanoparticulas y grupos indicadores
tales como compuestos fluorescentes o compuestos que pueden ser detectados por espectroscopia de RMN o ESR.

En un ejemplo, anti-TNF-a anticuermpos se puede conjugar con un radical efector, tal como un agente citotéxico, un
radionuclido o radical de famaco para modificar una respuesta biolégica dada. El radical efector puede ser una
proteina o polipéptido, tal como, por ejemplo y sin limitacion, una toxina (tal como abrina, ricina A, exotoxina de
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Pseudomonas, o toxina de la Difteria), una molécula de sefializacién (tal como un interferén a, interferén 8, factor de
crecimiento nervioso, factor de crecimiento derivado de plaquetas o activador tisular del plasminégeno), un agente
trombotico o un agente anti-angiogénico (p.ej., angiostatina o endostatina) o un modificador de la respuesta biolégica
tal como una citoquina o factor de crecimiento (por ejemplo, interleuquina-1 (IL-1), interleuquina-2 (IL-2),
interleuquina-6 (IL-6), factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF), factor estimulador de
colonias de granulocitos (G-CSF), o factor de crecimiento nervioso (NGF)).

En otro ejemplo los radicales efectores pueden ser citotoxinas o agentes citotdéxicos. Los ejemplos de citotoxinas y
agentes ditotdéxicos incluyen taxol, citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emetina, mitomicina, etopdsido,
tenopésido, vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxiantracinodiona, mitoxantrona,
mitramicina, actinomicina D, 1-dehidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol, y
puromicina yanalogos u homadlogos de los mismos.

Los radicales efectores también incluyen, pero no se limitan a, antimetabolitos (p.ej., metotrexato, 6-mercaptopurina,
6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouraci-descarbazina), agentes alquilantes (p.ej., medoretamina, tiotepa,
clorambucilo, melfalan, camustina (BSNU) y lomustina (CCNU), cidofosfamida, busulfan, dibromomanitol,
estreptozotocina, mitomicina C5 y cis-diclorodiamina-platino (II) (DDP) cisplatino), antraciclinas (p.ej., daunorrubicina
(anteriomente daunomicina) y doxorrubicina), antibiéticos (por ejemplo, dactinomicina (anteriomente actinomicina) ,
bleomicina, mitramicina, antramicina (AMC), caliqueamicinas o duocamicinas), y agentes antimitoticos (p.gj.,
vincristina y vinblastina).

Otros radlcales efectores pueden |ncIU|r radlonudldos tales como, pero no limitados a, "n e *Y, ""Lu, Bismuto®®,
Califomio®™?, Iridio™ y Tungsteno'®/Renio'® y farmacos tales como, pero no limitados a, alquifosfocolinas,
inhibidores de topoisomerasa |, taxoides y suramina.

Los mecanismos para conjugar tales radicales efectores con anticuermpos son bien conocidos en la técnica (Véanse,
p.ej., Hellstrom et al., Controlled Drug Delivery, 22 Ed., Pags. 623-53 (Robinson et al., eds., 1987)); Thorpe et al.,
1982, Immunol. Rev. 62:119-58 y Dubowchik et al., 1999, Phamacology and Therapeutics 83:67-123).

En ciertos aspectos, un anticuerpo anti-TNF-a se conjuga con una toxina de molécula pequefia. En ciertas
realizaciones ilustrativas, un anticuerpo anti-TNF-a de la descripcion se conjuga con una dolastatina o analogos o
derivados peptidicos de dolostatina, p.ej., una aurstatina (Patentes de Estados Unidos Num. 5.635.483 vy
5.780.588). El radical de fac”mmaco de dolastatina o auristatina puede estar unido al anticuerpo a través de su extremo
N-terminal (amino) o C-teminal (carboxilo) (documento WO 02/088172). Las realizaciones de auristatina ilustrativas
incluyen radicales de farmaco de monometilauristatina DE y DF conectados al extremo N-teminal, como se describe
en la Patente de estados Unidos Num. 7.498.298 (que describe, p. ej., conectores y procedimientos de preparacion
de compuestos de monometilvalina tales como MMAE y MMAF conjugados con conectores).

En ofras realizaciones ilustrativas, las toxinas de molécula pequefia incluyen, pero no se limitan a caliqueamicina,
maitansina (Patente de Estados Unidos Num. 5.208.020), tricoteno, y CC1065. En una realizacion de la descripcion,
el anticuerpo se conjuga con una o mas moléculas de maitansina (p.€j., de aproximadamente 1 a aproximadamente
10 moléculas de maitansina por molécula de anticuerpo). La maitansina se puede convertir, por ejemplo, en May-SS-
Me que puede reducirse a May-SH3 y reaccionar con un anticuerpo (Chari et al., 1992, Cancer Research 52:127-
131) para generar un producto conjugado de fusidon de maitansinoide-anticuerpo o maltan3|n0|de Fc. Los analogos
estructurales de caliqueamicina que también pueden usarse incluyen, pero no se limitan a v1 v3 N-acetil- y1 ,
PSAG, y 61" (Hinman et al., 1993, Cancer Research 53:3336-3342; Lode et al., 1998, Cancer Research 58:2925-
2928; Patente de Estados Unidos NUm. 5.714.586; Patente de Estados Unidos Num. 5.712.374; Patente de Estados
Unidos NUum. 5.264.586; Patente de Estados Unidos Num. 5.773.001).

Los anticuerpos de la descripcién también se puede conjugar con liposomas para la administracion dirigida (Véase,
p.ej., Park et al., 1997, Adv Pharmacol 40:399-435; Marty & Schwendener, 2004, Methods in Molecular Medicine
109:389-401).

La palabra "marcador" cuando se utiliza en la presente memoria se refiere a un compuesto o composicion detectable
que se puede conjugar directamente o indirectamente a un anticuermpo anti-TNF-a de la descripcién. EI marcador
puede ser detectable por si mismo (p.ej., marcadores radioisotopicos o marcadores fluorescentes) o, en el caso de
un marcador enzimatico, puede catalizar la alteracion quimica de un compuesto o composicidon sustrato que es
detectable. Los radicales fluorescentes dutiles incluyen, pero no se limitan a, fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina, rodamina, cloruro de 5-dimetilamino-1-naftalenosulfonilo, ficoeritrina y similares. Los marcadores
enzimaticos utiles incluyen, pero no se limitan a, fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano picante, glucosa oxidasa y
similares.

6.3. Acidos nucleicos y sistemas de expresion
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Un anticuerpo anti-TNF-a de la descripcidon se puede preparar mediante expresién recombinante de los genes de
cadena ligera y pesada de inmunoglobulina en una célula anfitriona. Para expresar un anticuerpo de forma
recombinante, se transfecta una célula anfitriona con uno o mas vectores de expresién recombinantes que portan
fragmentos de ADN que codifican las cadenas ligeras y pesadas de inmunoglobulina del anticuempo de tal foma que
las cadenas ligeras y pesadas se expresan en la célula anfitriona y, opcionalmente, se secretan al medio en el cual
se cultivan las células anfitrionas, de cuyo medio se pueden recuperar los anticuerpos. Se utilizan metodologias
convencionales de ADN recombinante para obtener genes de cadena pesada y ligera de anticuerpos, incorporar
estos genes en vectores de expresion recombinantes e introducir los vectores en células anfitrionas, tales como las
descritas en Molecular Cloning; A Laboratory Manual, Segunda Edicién (Sambrook, Fritsch y Maniatis (eds.), Cold
Spring Harbor, NY, 1989), Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel, FM et al., eds., Greene Publishing
Associates, 1989) yen la Patente de Estados Unidos NUm. 4.816.397.

Es posible expresar los anticuemos de la descripcion en cualquiera de las células anfitrionas procariotas o
eucariotas. En ciertas realizaciones, la expresion de anticuemos se lleva a cabo en células eucariotas, p.ej., células
anfitrionas de mamifero, para la secrecion 6ptima de un anticuerpo correctamente plegado e inmunoldgicamente
activo. Las células anfitrionas de mamifero ilustrativas para expresar los anticuempos recombinantes de la
descripcidn incluyen células de Ovario de Hamster Chino (células CHO) (incluyendo células CHO DHFR, descritas
por Urlaub y Chasin, 1980, en Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, utilizadas con un marcador seleccionable
de DHFR, p.ej., como describen Kaufman y Sharp, 1982, en Mol. Biol. 159:601- 621), células de mieloma NSO,
células COS, células 293 y células SP2/0. Cuando los vectores de expresion recombinantes que codifican los genes
de anticuerpos se introducen en células anfitrionas de mamifero, los anticuerpos se producen cultivando las células
anfitrionas durante un periodo de tiempo suficiente para pemitir la expresion del anticuerpo en las células anfitrionas
o la secrecién del anticuerpo al medio de cultivo en el que se desarrollan las células anfitrionas .

Las células anfitrionas también se pueden utilizar para producir porciones de anticuerpos intactos, tales como
fragmentos Fab o moléculas scFv. La tecnologia de ADN recombinante también se puede utilizar para eliminar
algunos o todos los ADN que codifican una o ambas cadenas ligeras y pesadas que no es necesario para la unién a
TNF-a. Las moléculas expresadas a partir de tales moléculas de ADN truncadas también estan abarcadas por los
anticuemos de la descripcion.

Para la expresion recombinante de un anticuerpo anti-TNF-a de la descripcion, la célula anfitriona puede ser co-
transfectada con dos vectores de expresién de la descripcion, codificando el primer vector un polipéptido de derivado
de la cadena pesada y codificando el segundo vector un polipéptido derivado de la cadena ligera. Tipicamente, los
dos vectores contienen cada uno un marcador seleccionable separado. Alternativamente, se puede utilizar un Unico
vector que codifica ambos polipéptidos de cadena pesada yligera.

Una vez que se genera un acido nucleico que codifica una o mas porciones de D2E7 o de un anticuerpo anti-TNF-a
con secuencias de CDR relacionadas con las secuencias de CDR de D2E7, se pueden introducir en la secuenda
codificante alteraciones adicionales o mutaciones, por ejemplo para generar acidos nucleicos que codifican
anticuempos con diferentes secuencias de CDR, anticuempos con afinidad reducida por el receptor de Fc, o
anticuerpos de diferentes subdases.

Una vez que se ha producido un anticuerpo anti-TNF-a de la descripcién mediante expresion recombinante, éste se
puede recuperar y purificar por medio de cualquier método conocido en la técnica para la purificacion de una
molécula de inmunoglobulina, por ejemplo, mediante cromatografia (p.ej., cromatografia de intercambio i6nico, de
afinidad, particulammente mediante afinidad por TNF-a después de seleccion con Proteina A o Proteina G, y en
columna de exclusién por tamafo), centrifugaciéon, solubilidad diferencial, o por medio de cualquier otra técnica
convencional para la purficacién de proteinas. Adicionaimente, los anticuerpos anti-TNF-a de la presente
descripcion o fragmentos de los mismos pueden fusionarse con secuencias de polipéptidos heterdlogos descritas en
la presente memoria o conocidas por otra parte en la técnica para facilitar la purificacion.

Una vez aislado, un anticuerpo anti-TNF-a puede, si se desea, purificarse adicionalmente, por ejemplo, mediante
cromatografia liquida de alto rendimiento (Véase, p.ej., Fisher, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular
Biology (Work and Burdon, eds., Elsevier, 1980)), o mediante cromatografia de filtracion en gel en una columna
Superdex™ 75 (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Suecia).

6.4. Usos terapéuticos

Los anticuerpos para TNF-a de la presente descripcidon son utiles para tratar trastornos o sintomas de diversas
patologias inmunitarias y autoinmunitarias, asi como enfermedades inflamatorias.

Las patologias y enfermedades relacionadas con TNF-a que pueden ser tratadas con el anticuerpo anti-TNF-a de la
descripcion incluyen, pero no se limitan a, las siguientes:
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* patologias inmunitarias y autoinmunitarias agudas y cronicas, tales como lupus eritematoso sistémico, artritis
reumatoide, tiroidosis, enfermedad injerto contra anfitrion, esclerodema, diabetes mellitus, enfermedad de
Graves, y similares;

" Infecciones, incluyendo, pero no limitadas a, sindrome de sepsis, caquexia, colapso circulatorio y choque
resultante de infeccion bacteriana aguda o cronica, enfermedades infecciosas parasitarias y/o bacterianas,
virales o fungicas agudas y cronicas, tales como el SIDA (incluyendo secuelas tales como caquexia, trastornos
autoinmunitarios, complejo de demencia e infecciones por SIDA);

" Enfermedades inflamatorias, tales como patologias inflamatorias crénicas y patologias inflamatorias
vasculares, incluyendo patologias inflamatorias crénicas tales como sarcoidosis, enfermedad inflamatoria
cronica del intestino, colitis ulcerosa y patologia de Crohn y patologias inflamatorias vasculares, tales como,
pero no limitadas a, coagulacién intravascular diseminada, aterosclerosis y patologia de Kawasaki;

" Enfermedades neurodegenerativas, induyendo, pero no limitadas a, enfermedades desmielinizantes, tales
como esclerosis multiple y mielitis transversa aguda; trastomos extrapiramidales y cerebelosos tales como
lesiones del sistema corticoespinal; trastornos de los ganglios basales o trastornos cerebelosos; trastornos del
movimiento hipercinéticos tales como corea de Huntington y corea senil, trastomos del movimiento inducidos
por farmacos, tales como los inducidos por farmacos que bloquean el SNC, receptores de dopamina;
trastornos del movimiento hipocinéticos, tales como enfermedad de Parkinson; Pardlisis supranucleo
progresiva, y Trastornos cerebelosos y espinocerebelosos, tales como lesiones estructurales del cerebelo;
degeneraciones espinocerebelares (ataxia espinal, ataxia de Friedreich, degeneraciones corticales
cerebelares, degeneraciones de multiples sistemas (Mencel, Dejerine-Thomas, Shi-Drager, y Machado-
Joseph), y trastornos sistémicos (enfermedad de Refsum, abetalipoproteinemia, ataxia, telangiectasia, y
trastorno mitocondrial multisistémico); trastomos desmielinizantes centrales, tales como esclerosis multiple,
mielitis transversa aguda; trastornos de la unidad motora, tales como atrofias musculares neurogénicas
(degeneraciéon celular del cuemo anterior, tal como esclerosis lateral amiotréfica, atrofia muscular espinal
infantil y atrofia muscular espinal juvenil); enfermedad de Alzheimer; Sindrome de Down en la mediana edad;
enfermedad difusa por cuerpos de Lewy; Demencia senil del tipo cuerpos de Lewy, sindrome de Wernicke-
Korsakoff; alcoholismo crénico; enfemedad de Creutzfeldt-Jakob; panencefalitis esclerosante subaguda,
enfermedad de Hallerrorden-Spatz, y Demencia pugilistica o cualquiera de sus subconjuntos;

" Patologias malignas que implican tumores secretores de TNF-a u otros tumores malignos que implican al
TNF-qa, tales como, pero sin limitarse a leucemias (aguda, mielocitica cronica, linfocitica crénica y/o sindrome
mielodisplasico); linfomas (linfomas de Hodgkin y no Hodgkiniano, como linfomas malignos (linfoma de Burkitt
o micosis fungoide), y

* Hepatitis inducida por alcohol.

En ciertas realizaciones especificas, los anticuerpos de la descripcion se utilizan para tratar cualquier indicacion para
la que esta aprobado Adalimumab, por ejemplo, artritis reumatoide (AR) (incluyendo AR moderada o grave en los
adultos), la artritis idiopatica juvenil poliarticular (AlJ) (incluyendo AlJ moderada a severa en pacientes de 4 afios de
edad y mayores), artritis psoriasica (APs) (induyendo la artritis psoridsica en adultos), espondilitis anquilosante (EA)
(incluyendo EA en adultos), enfermedad de Crohn (EC) (incluyendo EC moderada o grave en adultos), psoriasis,
p.ej., psoriasis en placas crénica (Ps) (incluyendo psoriasis en placas cronica moderada a severa en adultos), y
espondiloartritis axial (EsAax) (incluyendo EsAax grave en pacientes adultos que no tienen evidencia de rayos X de
dafio estructural).

Por consiguiente, la presente descripcidn proporciona métodos para tratar cualquiera de las enfemedades
anteriores en un paciente que lo necesite, que comprende: administrar al paciente un anticuerpo anti-TNF-a de la
descripcidn. Opcionalmente, dicha administracién se repite, por ejemplo, después de un dia, dos dias, tres dias,
cinco dias, una semana, dos semanas o un mes. La administracion repetida puede ser a la misma dosis 0 a una
dosis diferente. La administracion puede repetirse una vez, dos veces, tres veces, cuatro veces, cinco veces, seis
veces, siete veces, ocho veces, nueve veces, diez veces, 0 mas. Por gjemplo, de acuerdo con ciertos regimenes de
dosificacion un paciente recibe la terapia anti-TNF-a durante un periodo de tiempo prolongado, p.ej., 6 meses, 1 afio
0 mas. La cantidad de anticuerpo anti-TNF-a administrado al paciente es en ciertas realizaciones una cantidad
terapéuticamente eficaz. Segun se utiliza en la presente memoria, una cantidad "terapéuticamente eficaz' de
anticuemo contra TNF-a se puede administrar como una dosis Unica o en el transcurso de un régimen terapéutico,
p.ej., en el transcurso de una semana, dos semanas, tres semanas, un mes, tres meses, seis meses, un afio, 0 mas.
Una dosis tipica dependera del paciente yla gravedad de la enfermedad, pero tipicamente oscila de 10 mg a 160 mg
(p-€j., 10 mg, 15 mg, 20 mg, 25mg, 30 mg, 35 mg, 40 mg, 45mg, 50 mg, 60 mg, 80 mg, 100 mg, 120 mg, 140 mg, o
160 mg. En realizaciones especificas, la descripcién proporciona una composicién facmacéutica que comprende un
anticuerpo anti-TNF-a, o un método de tratamiento de uno o mas de los trastornos descritos en la presente memoria,
en un intervalo de dosificacion enmarcado por cualquiera de los valores anteriores. El régimen terapéutico en el que
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se administra el anticuerpo anti-TNF-a de la descripcién variara dependiendo de la edad, peso y la enfermedad del
paciente. El régimen terapéutico puede continuar durante 2 semanas a indefinidamente. En realizaciones
especificas, el régimen terapéutico continlia durante 2 semanas a 6 meses, de 3 meses a 5 afios, de 6meses a 10
2 afios, de 8 meses a 18 meses, o similares. El paciente al que se administra un anticuerpo anti-TNF-a de la
descripcidn es preferiblemente un ser humano. En ciertos aspectos, el humano es un paciente pediatrico. En otros
aspectos, el ser humano es un paciente adulto.

Los anticuerpos anti-TNF-a de la descripcién se pueden administrar combinados con al menos otro agente
terapéutico (un "segundo agente terapéutico"). El anticuerpo anti-TNF-a y el segundo agente terapéutico se pueden
administrar concurrentemente (simultanea o secuencialmente) o porseparado.

En ciertos aspectos, el segundo agente terapéutico es un farmaco antirreumatico, un agente antiinflamatorio, un
agente quimioterapéutico, un radioterapéutico, un agente inmunosupresor, o un famaco citotéxico.

Los famacos anti-reumaticos incluyen, pero no se limitan a, auranofina, azatioprina, cloroquina, D-penicilamina,
tiomalato sédico de oro hidroxicloroquina, Miocrisina y sulfasalazina metotrexato.

Los agentes anti-inflamatorios incluyen, pero no se limitan a, dexametasona, pentasa, mesalazina, asacol, fosfato de
codeina, benorilato, fenbufeno, naprosina, diclofenaco, etodolaco e indometacina, aspirina e ibuprofeno.

Los agentes quimioterapéuticos incluyen, pero no se limitan a, moléculas radiactivas, toxinas, también conocidas
como citotoxinas o agentes citotdxicos, que incluyen cualquier agente que es perjudicial para la viabilidad de las
células, agentes, y liposomas u otras vesiculas que contienen compuestos quimioterapéuticos. Los ejemplos de
agentes quimioterapéuticos adecuados incluyen, pero no estan limitados a 1-deshidrotestosterona, 5-fluorouracilo
descarbazina, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, actinomicina D, adriamicina, aldesleucina, agentes alquilantes,
alopurinol sédico, altretamina, amifostina, anastrozol, antramicina (AMC)), agentes anti-mitéticos, cis-diclorodiamina
platino (II) (DDP) cisplatino), diamino dicloro platino, antraciclinas, antibiéticos, antimetabolitos, asparaginasa, BCG
vivo (intravesical), fosfato sddico de betametasona y acetato de betametasona, bicalutamida, sulfato de bleomicina ,
busulfan, leucovorina de calcio, caliqueamicina, capecitabina, carboplatino, lomustina (CCNU), camustina (BSNU),
Clorambucilo, Cisplatino, Cladribina, Colchicina, estrégenos conjugados, Ciclofosfamida, Ciclotosfamida, Citarabina,
Citarabina, citocalasina B, Citoxano, Dacarbazina, Dactinomicina, dactinomicina (anterioente actinomicina),
daunorrubicina HCI, citrato de daunorrubicina, denileucina diftitox, Dexrazoxano, Dibromomanitol,
dihidroxiantracinodiona, Docetaxel, mesilato de dolasetron, doxorrubicina HCI, dronabinol, L-asparaginasa de E. coli,
emetina, epoetina-a, L-asparraginasa de Erwinia, estrégenos esterificados, estradiol, fosfato sddico de estramustina,
bromuro de etidio, etinil estradiol, etidronato, etopdsido factor de citrovorum, fosfato de etopdsido, filgrastim,
floxuridina, fiuconazol, fosfato de fludarabina, fluorouracilo, flutamida, &cido folinico, gemcitabina HCI,
glucocorticoides, acetato de goserelina, gramicidina D, granisetréon HCI, hidroxiurea, idarubicina HCI, ifosfamida,
interferon a-2b, irnnotecan HCI, letrozol, leucovorina caélcica, acetato de leuprolida, levamisol HCI, lidocaina,
lomustina, maitansinoide, mecloretamina HCI, acetato de medroxiprogesterona, acetato de megestrol, melfalan HCI,
mercaptopurina, mesna, metotrexato, metitestosterona, mitramicina, mitomicina C, mitotano, mitoxantrona,
nilutamida, acetato de octreotida, ondansetrén HCI, paclitaxel, pamidronato disédico, pentostatina, pilocarpina HCI,
plimicina, polifeprosan 20 con implante de camustina, porfimero sdédico, procaina, procarbazina HCI, propranolol,
rituximab, sargramostim , estreptozotocina, tamoxifeno, taxol, tenipésido, tenoposido, testolactona, tetracaina, tioepa
clorambucilo, tioguanina, tiotepa, topotecan HCI, citrato de toremifeno, D2E7, tretinoina, valrrubicina, sulfato de
vinblastina, sulfato de vincristina, y tartrato de vinorrelbina.

En otros aspectos mas de la descripcion, el segundo agente terapéutico es un antagonista TNF-a distinto del
anticuerpo anti-TNF-a de la descripcion. Los ejemplos de tales antagonistas de TNF-a incluyen, pero no se limitan a,
receptores de TNF-a solubles; etanercept (ENBREL; Immunex) o uno de sus fragmentos, derivados o analogos;
infliximab (REMICADE; Centacor) o uno de sus derivados, analogos o fragmentos de unién a antigeno; IL-10, que se
sabe que bloquea la produccion de TNF-a travées de macrofagos activados por interferon-y (Oswald et al., 1992,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 8676-8680), TNFR-IgG (Ashkenaz et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 10535-
10539); el producto murino TBP-1 (Serono/Yeda); la vacuna CytoTAb (Protherics); la molécula antisentido 104838
(ISIS); el péptido RDP-58 (SangStat); talidomida (Celgene); CDC-801 (Celgene); DPC-333 (Dupont); VX-745
(Vertex); AGIX-4207 (AtheroGenics); ITF-2357 (ltalfarmaco); NPI-13021-31 (Nereo); SCIO-469 (Scios); diana TACE
(Immunix AHP); CLX-120500 (Calyx); Tiazolopirim (Dynavax); auranofina (Ridaura) (SmithKline Beecham
Phamaceuticals); quinacrina (dihidrocloruro de mepacrina); tenidap (Enablex); Melanina (Gran Escala Biologica); y
MAPK agentes anti-p38 de Uriach.

Los segundos agentes terapéuticos adicionales utiles combinados con un anticuerpo anti-TNF-a y las indicaciones
concretas para las que la terapia combinada con tales segundos agentes terapéuticos sean Utiles se describen en el
documento WO 2004/004633.

6.5. Composiciones farmacéuticas y administracion famacéutica
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Los anticuerpos anti-TNF-a de la descripcién se pueden incorporar a composiciones famacéuticas adecuadas para
su administracion a un paciente. Tipicamente, la composicion farmacéutica comprende un anticuerpo anti-TNF-a y
un portador fammacéuticamente aceptable. Segun se utiliza en la presente memoria, "portador faiTmmacéuticamente
aceptable" incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes
antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardadores de la absorcion, y similares que son
fisiolégicamente compatibles. Los ejemplos de los portadores famacéuticamente aceptables incluyen uno o mas de
agua, solucion salina, solucién salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como
combinaciones de los mismos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azicares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol, o cloruro sédico en la composicidn. Los portadores fammacéuticamente
aceptables pueden comprender adicionalimente cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes
humectantes o emulsionantes, conservantes o tampones, que potencian la vida util o eficacia del anticuerpo o
porcion de anticuerpo.

Las composiciones de esta invencion pueden estar en una variedad de formas. Estas incluyen, por ejemplo, fomas
de dosificacién liquidas, semi-sodlidas y sélidas, tales como soluciones liquidas (p.ej., soluciones inyectables e
infundibles), dispersiones o suspensiones, y polvos. La forma preferida depende del modo pretendido de
administracion y aplicacidon terapéutica. Las composiciones preferidas tipicas estan en forma de soluciones
inyectables o infundibles. El modo preferido de administracion es parenteral (p.gj., intravenoso, subcutaneo,
intraperitoneal, intramuscular). En una realizacion preferida, el anticuerpo anti-TNF-a se administra mediante infusion
intravenosa o inyeccion. En ofra realizacion preferida, el anticuerpo anti-TNF-a se administra mediante inyeccion
intramuscular o subcutanea.

Los anticuerpos anti-TNF-a de la descripcién se pueden proporcionar en kits fatmmacéuticos. El kit farmacéutico es un
paquete que comprende el anticuerpo anti-TNF-a de la descripcidn (p.ej., ya sea en forma liofilizada o como una
disolucion acuosa) y opcionalmente uno o mas de los siguientes: un segundo agente terapéutico, por ejemplo como
se describe anteriommente; un dispositivo para administrar el anticuerpo anti-TNF-a, por ejemplo una pluma, aguja
ylo la jeringa; y agua o tampon de calidad famacéutica para resuspender el anticuerpo si el anticuerpo esta en
forma liofilizada.

En ciertos aspectos, cada dosis unitaria del anticuerpo anti-TNF-a se empaqueta por separado, y un kit puede
contener una o mas dosis unitarias (p.ej., dos dosis unitarias, tres dosis unitarias, cuatro dosis unitarias, cinco dosis
unitarias, ocho dosis unitarias, diez dosis unitarias, o mas). En una realizacion especifica, la una o mas dosis
unitarias estan cada uno alojadas en una jeringa o pluma. Una dosis unitaria tipica comprende de 10 mg a 160 mg
de un anticuerpo anti-TNF-a (p.ej., 10 mg, 15 mg, 20 mg, 25 mg, 30 mg, 35 mg, 40 mg, 45 mg, 50 mg, 60 mg , 80
mg, 100 mg, 120 mg, 140 mg, o 160 mg). En realizaciones especificas la presente descripcién proporciona una
dosis unitaria que comprende un anticuerpo anti-TNF-a en un intervalo enmarcado por cualquiera de los valores
anteriores.

Ademas, se pueden incluir otros aditivos, tales como estabilizantes, tampones (p.ej., un tampdén de bloqueo o
tampon de lisis), y similares. En una realizacion especifica, el anticuerpo y uno o mas aditivos pueden ser
proporcionados (individualmente o combinados) como polvos secos, habitualmente liofilizados, incluyendo
excipientes que en disolucion proporcionaran una solucidon que tiene la concentraciéon apropiada.

7. Ejemplos
7.1. Ejemplo 1: Vectores para su expresion y presentacion en la superficie celular.

Los dominios ligeros variables (VL) y pesados variables (Vi) para D2E7 (Adalimumab) fueron construidos por un
proveedor comercial de sintesis de genes (DNA 2.0 Inc., Menlo Park, CA). Las FIG. 1A-1C muestran las secuencias
de ADN, las secuencias de aminoacidos traducidas, los sitios de restriccion flanqueantes, y las CDR de los
fragmentos V1 y VL sintéticos de D2E7. Las regiones deteminantes de complementariedad (CDR) se indican
mediante texto subrayado en negrita. Los V4 y VL de D2E7 sintéticos se donaron en el vector pYA206, un vector
episomal derivado del virus de Epstein-Barr para la expresion y la presentacion de anticuerpos en la superficie de
células de mamifero. pYA206 es un derivado del plasmido pYA104 (Akamatsu et al., J. Immunol Methods, 31 de
octubre de 2007; 327(1-2):40-52) con las siguientes modificaciones: 1) el dominio constante C lambda humano ha
sido sustituido por el dominio constante de C kappa humano, 2) la sefial de conexion de glicosidilfosfatidilinositol
(ancla de GPI) ha sido reemplazada por el dominio transmembrana del receptor del factor crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF-R), 3) los sitios Notl y Xhol tnicos estan aguas arriba del dominio C kappa para la clonacién de los
dominios VL en marco con C kappa, y 4) los sitios NgoMIV y Sacl unicos estdn aguas arriba de 1gG+ para la
clonacion de los dominios V4 en marco con las regiones constantes de IgG1.

pCW600 es un derivado del plasmido pYA206, con el gen CH sustituido por Fab.

El fragmento Vi de D2E7 se digirid con NgoMIV y Sacl, y el fragmento V. de D2E7 se digirié con Notl y Xhol. Ambos
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fragmentos se clonaron en el plasmido pYA206 para crear el plasmido pYA206-D2E7. La FIG. 4 muestra la
estructura de pYA206-D2E7. Este plasmido contiene el gen EBNA-1 y oriP del virus de Epstein Barr que pemite la
replicaciéon en células de mamifero como un episoma. El origen de replicacion de pUC y gen de resistencia a
ampicilina pemiten que el plasmido se pueda propagar en E. coli. Los transformantes de células de mamifero se
seleccionan con el gen de resistencia a puromicina bajo el control del promotor de SV40. El promotor de CMV y el
sitio interno de entrada de ribosoma (IRES) pemiten la expresion de las cadenas pesadas y ligeras del anticuempo
presentado. El anticuemo expresado se ancla a la membrana celular a través del dominio transmembrana PDGF-R
fusionado al extremo del dominio constante de IgG.

El fragmento V4 de D2E7 se digirido con NgoMIV y Sacl, el fragmento VL. de D2E7 se digiri6é con Notl y Xhol, y los dos
fragmentos se clonaron en el pldsmido pCW600 para crear el plasmido pCW600-D2E7. La FIG. 4 muestra la
estructura de pCW600-D2E7. Este plasmido contiene el gen EBNA-1 y oriP del virus de Epstein Barr que pemiten la
replicacion en células de mamifero como un episoma. El origen de replicacion de pUC y el gen de resistencia a
ampicilina pemiten que el plasmido se pueda propagar en E. coli. Los transformantes de células de mamifero se
seleccionan con el gen de resistencia a puromicina bajo el control del promotor de SV40. El promotor de CMV y el
sitio interno de entrada de ribosoma (IRES) permiten la expresion de las cadenas pesadas y ligeras de Fab
presentadas. El Fab expresado se ancla a la membrana celular a través del dominio transmembrana de PDGF-R
fusionado al extremo del dominio constante de IgG.

7.2. Ejemplo 2: Presentacion en superficies y analisis de titulacion FACS de D2E7

Las células 293c18 (Coleccion Americana de Cultivos Tipo, Manassas, VA), que expresan la proteina EBNA-1, se
transformaron con pYA206-D2E7. Las células 293¢c18 se cultivaron en medio DMEM con un suplemento de suero
bovino fetal (FBS) al 10% y 0,25 mg/ml de G418. Se mezclaron 0,125 yg de plasmido pYA206-D2E7 o pCW600-
D2E7 1:200 con_25 ug pUC19 como un plasmido portador mas 60 pl de lipofectamina (Invitrogen, CA) y se
afiadieron a 2x107 células 293¢18. El plasmido portador en exceso de 200 veces fue para garantizar que cada célula
era transfomada a lo sumo por un solo plasmido que contenia D2E7. Después de 48 horas, las células
transformadas se seleccionaron mediante la adicidon de puromicina, y después se cultivaron durante 18 dias
adicionales antes del analisis FACS.

El TNF-a humano (R&D Systems, Minneapolis, MN) se marcé con Alexa Fluor 647 (Invitrogen, CA). Se hizo
reaccionar 1 mg de TNF-a humano con 84 ug de reactivo Alexa Flour 647 durante 30 minutos a temperatura
ambiente, y después se purifico del reactivo que no habia reaccionado utilizando una columna de filtracién en gel.
Las células 293c18 transfectadas con pCW600-D2E7 se tifieron doblemente con anti-lgG humana marcado con PE
(Southern Biotech) a una dilucién de 1/200 y diversas concentraciones de TNF-a marcado con Alexa Fluor 647 en
hielo durante una hora, se lavaron con tampdn FACS (solucion salina tamponada con fosfato (PBS) mas albumina
de suero bovino (BSA) al 0,5%) y se analizaron en un FACSCalibur (BD). Se realiz6 una curva de titulacién con
concentraciones de TNF-a marcado con Alexa Fluor 647 que oscilaban de 20 nMa 0,26 nM. El punto medio de cada
curva, en el que se produce la unidén semimaxima, se defini6 como CEsy para el complejo anticuermpo/antigeno. Los
resultados para D2E7 de tipo salvaje se muestran en la FIG. 5. El Fab de D2E7 presentado en la superficie se une a
TNF-a con una CE50 0,15 nMen este andlisis.

Los anticuerpos anti-D2E7 1H11, 5A1, y 10F8 (anti-idiotipos, anti-ld) se conjugaron con biotina. Se hizo reaccionar 1
mg de cada anti-Ild con 43 pg de reactivo Sulfo-NHS-LC-biotina (Pierce) durante dos horas a temperatura ambiente.
El exceso de biotina se elimind mediante centrifugacion en un filtro de microcentrifuga Amicon. Las células 293c18
transfectadas con pCW600-D2E?7 se tifieron doblemente con anti-lgG humana marcado con PE (Southem Biotech) a
una dilucién 1/200 y anti-Id biotinilados durante 1 hora, se lavaron con tampén FACS (solucion salina tamponada
con fosfato (PBS) mas albumina de suero bovino (BSA) al 0,5%), a continuacion se tifieron con una diluciéon 1/200
de estreptavidina-APC. Se realizdé una curva de titulacién con concentraciones de anti-Id que oscilaban de 20 nM a
0,26 nM. El punto medio de cada curva, en el que se produce la union semimaxima, se define como EC50 para el
complejo anti-Ild/D2E?7. El resultado para cada anti-idiotipo se muestra en la FIG. 6. El Fab de D2E7 presentado en la
superficie se une a los anti-ld 1H11, 5A1, y 10F8 con una CEs; de 0,77 nM, 0,37 nM, y 1,28 nM, respectivamente, en
este analisis.

7.3. Ejemplo 3: Construccion de bibliotecas de mutantes en un solo aminoacido de D2E7

Cada posicion de aminoacido de CDR de D2E7 (subrayada en la FIG 1A) - un total de 34 posiciones Wy y 27
posiciones V. - se eligi6 como diana para la aleatorizacion NNK. Se utilizé el esquema de codificacion NNK (en el
que N=A C,GoTyK=GoT) porque: 1)sdlo son necesarios 32 codones para codificar los 20 aminoacidos de
origen natural, 2) sélo se induye un uUnico codén de parada (TAG) en los 32, y 3) la maxima degeneracion (numero
de diferentes codones que codifican un Unico aminoacido) es 3, en lugar de lamaxima degeneracion de 6 veces que
se produce en el cédigo genético de 64 codones completo.

Los 61 diferentes fragmentos de ADN, cada uno con degeneracion NNK en una posicion CDR diferente, fueron
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sintetizados por un proveedor comercial de genes sintéticos (DNA 2.0, Menlo Park, CA). Estos fragmentos se
amplificaron mediante PCR con cebadores D2E7reampFwd (5'-CTCGAAAATAATAAAGGGAAAATCAG-3') (SEQ ID
NO: 11) yD2E7reampRev (5'-TGGTAGTGTGGGGACTC-3') (SEQ ID NO: 12). Los productos de PCR se purificaron,
a continuacién los fragmentos Vi se digirieron con NgoMIV y Sacl, y los fragmentos VL se digirieron con Notl y Xhol.
Todos los fragmentos se sometieron a ciclos de cromatografia en un gel de agarosa, se purificaron, y se
subclonaron en el plasmido pCW600-D2E7 que portaba el fragmento de la region variable de tipo salvaje opuesto.
Los plasmidos resultantes se transformaron porseparado en células E. coli Top 10 (Invitrogen, CA) para formar una
sub-biblioteca de transformantes para cada uno de los 61 fragmentos de ADN diferentes. Las transformaciones se
llevaron a cabo de tal manera que se obtuvieron al menos 10 veces mas transformantes de E. coli que el nimero
total de posibles codones en cada sub-biblioteca. Los sub-bibliotecas resultantes para V4 y VL se reunieron para
crear dos bibliotecas finales - una biblioteca Vi de D2E7 que comprende 34 posiciones y 1088 codones diferentes, y
una biblioteca V. de D2E7 que comprende 27 posiciones y 864 codones totales diferentes.

7.4. Ejemplo 4: Tincion FACS vy clasificacion de 4 vias de bibliotecas de Fab mutantes puntuales de V1 y VL. de D2E7
para deteminar la uniéon de TNF-a

Las bibliotecas de V4 y VL de D2E7 se transfectaron en células 293¢18 con 0,5 pg de plasmido de la biblioteca, 100
Mg de plasmido portador de pUC19 y 250 pl de lipofectamina, se seleccionaron con 0,8 ug/ml de puromicina después
de 2 dias, y se cultivaron durante 18 dias adicionales antes de la clasificacién mediante FACS. Las células se
tifieron con TNF-a con Alexa Fluor 647 0,15 nanomolar y anti-lgG marcado con PE 1: 200 (Southern Biotech) y se
clasificaron en una maquina FACS MoFlo (Dako North America Inc., Carpinteria, CA). Los perfiles de la clasificacion
FACS para las bibliotecas de D2E7 de tipo salvaje y mutacidon puntual de V4 se muestran en las FIG. 7A-7B. El
panel A muestra el perfil de FACS para células transformadas con el plasmido de expresién de Fab de D2E7 de tipo
salvaje pCW600; el eje x muestra la tincidon con anti-IgG-PE y el eje y muestra la tincion con TNF-a con Alexa Fluor
647. Debido a que la expresion de los anticuerpos es heterogénea en la poblacion celular, el perfil de FACS muestra
datos individuales dispuestos aproximadamente a lo largo de una linea diagonal que apunta hacia el cuadrante
superior derecho.

Las células tefiidas con TNF-a de la biblioteca de mutacién puntual de V4 se clasificaron en 4 subpoblaciones
basandose en las ventanas de andlisis de FACS (FIG. 7A-7B, panel B). El comportamiento del anticuempo de tipo
salvaje en condiciones de FACS similares se utiliza para establecer ventanas de analisis para clasificar las células
en una poblacion de afinidad mas alta (H) (R4), una poblacion de afinidad neutra o 'media’ (M) (R5), una poblacién
de afinidad inferior (L) (R6), y una poblacidon que no expresa IgG (Z) (R3). El eje x muestra la tincion anti-lgG-PE y el
eje ymuestra la tincion con TNF-a-AF647 humano.

7.5. Ejemplo 5: Tinciéon FACS vy clasificacion de dos vias de bibliotecas de Fab mutantes puntuales de Vi y VL de
D2E7 para deteminar la union de anti-Id

Las células que expresan D2E7 se tifieron concurrentemente con TNF-a con Alexa Fluor 647 0,15 nanomolar y
mAbs anti-idiotipicos biotinilados a CEsp (1H11 a 0,77 nM, 5A1 a 0,37 nM, y 10F8 a 1,28 nM), después se incubaron
durante dos horas a temperatura ambiente. A continuacion, las células se lavaron y se incubaron con estreptavidina-
APC y anti-lIgG kappa humano-FITC durante una hora a 4°C. Las células se lavaron, a continuacion, se clasificaron
en una maquina FACS MoFlo (Dako North America Inc., Carpinteria, CA). Los perfiles de clasificacién FACS para
D2E7 de tipo salvaje y la biblioteca de V4 tefiida con 1H11 se muestran en las FIG. 8A-8B. La tincion anti-lgG-PE se
muestra en el eje x y la tincion anti-IdIH11-APC se muestra en el eje y. Se realizd una clasificacion de 2 vias,
recogiendo un minimo de dos millones de células en las ventanas de analisis de "dasificacion" (células con baja
unién al anticuerpo anti-idiotipo) y "expresién" (células positivas para anti IgG Kappa humanos-FITC).

Debido a que la expresién del anticuerpo es heterogénea en la poblacién celular, el perfi de FACS muestra datos
individuales dispuestos aproximadamente a lo largo de una linea diagonal que apunta hacia el cuadrante superior
derecho. Los perfiles de FACS para la biblioteca de mutacion puntual WT y VH de D2E7 se muestran en la FIG. 8,
paneles Ay B, respectivamente. Con el fin de recoger una poblacidn de células de referencia para cada biblioteca
que contiene todas las mutaciones puntuales expresadas ensus frecuencias correctas en la biblioteca, las ventanas
de analisis se dibujaron con el borde izquierdo paralelo al eje y; la clasificacion con estas ventanas de analisis
recoge todas las células que expresan IgG por encima de un cierto nivel, independientemente de lo bien que se
unan a anti-ld los anticuerpos presentados. Estas se denominaron "ventanas de andlisis de expresion" y
"poblaciones expresadas"” (panel B "R4"). Se realizaron otras clasificaciones con la parte superior de la ventana de
analisis dibujada aproximadamente paralela a y directamente por debajo de la diagonal principal de la poblacién de
tipo salvaje; estas ventanas de andlisis se disefiaron para recoger las células que expresaban anticuermpos con
disminucion de la afinidad de unién por el anti-idiotipo, independientemente de su nivel global de expresion de IgG.
Estas ventanas de analisis y poblaciones fueron referidas "ventanas de analisis de dasificacion" y "poblaciones
clasificadas" (panel B "R3"). Se recogieron aproximadamente 2.000.000 células en la puerta tanto de "clasificacion"
como de "expresion".
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7.6. Ejemplo 6: Secuenciacion masiva en paralelo de las poblaciones "expresadas" y "clasificadas"

Los plasmidos se recuperaron de la poblaciones de células "expresadas" y "clasificadas" y se realiz6 la amplificacion
PCR para preparar amplicones cortos adecuados para la secuenciacidn masiva en paralelo. Se utilizaron cebadores
de PCR que se reasociaron inmediatamente fuera de las regiones CDR1 y CDR3 del dominio V4 y VL. de D2E7. Los
cebadores fueron: cebador directo de Vi D2E7_VH_CDRI_for 5- TTAGTTGTGCTGCATCAGGTTT-3 '(SEQ ID NO:
13); cebador inverso de V4 D2E7_VH_CDRS3_rev 5- GGTCACCAGTGTTCCCTGAC-3' (SEQ ID NO: 14); cebador
directo de V. D2E7_VL_CDRI_for 5-GTAGGCGACAGGGTCACAAT-3' (SEQ ID NO: 15); y cebador inverso de W
D2E7_VL_CDR3 rev 5-AGTCCGTTTGATCTCGACCTT-3' (SEQ ID NO: 16). Por lo tanto, cada amplicon contenia
las regiones CDR 1, CDR2, y CDR3 completas para la localizacion y la tabulacién de todas las mutaciones
puntuales, pero omitia la mayor parte de los marcos 1 y 4. Los amplicones "clasificados" y "expresados" de la
biblioteca de Vi y VL de D2E7 fueron secuenciados utilizando Genome Sequencer FLX de acuerdo con los
instrucciones del fabricante. (454 Life Sciences, Branford, CT).

Se utiliz6 un programa de ordenador para examinar las secuencias y tabular el nimero de veces que cada mutacion
puntual se encontr6 en las poblaciones "expresadas" y "clasificadas". El programa de ordenador lee inicialmente y
tabula cada codén. Para los aminoacidos con mas de un coddn, el programa afiade la aparicion de los diferentes
codones de cada aminoacido juntos para preparar un resumen general del comportamiento de esa variante de
aminoacido en cada subpoblacién.

Para la clasificacion de 4 vias de las bibliotecas de D2E7 para evaluar la unién a TNF-a, se proporciona una
Puntuacion de la Razon del Enriquecimiento (RE) a cada variante de codones. La RE indica cuanto mas o menos
frecuentemente se encuentra la variante en la poblacién H en comparacion con su frecuencia global. Del mismo
modo, se pueden calcular las razones de enriquecimiento para cada variante en cada una de las poblaciones M, L y
Z. Se espera que en la poblacion H resulte enriquecida con las variantes de mayor afinidad (RE> 1) y la poblaciéon L
empobrecida (RE <1). Por el contrario, se espera que la poblacion H resulte empobrecida con los mutantes de
afinidad mas baja (RE <1) y la poblacién L enriquecida (RE> 1). Es posible identificar las variantes de afinidad
superior, inferior, y neutra simplemente observando las Razones de enriquecimiento para la poblacién H.

En el analisis FACS de 2 vias para evaluar la unién de las bibliotecas D2E7 a anti-idiotipos, la poblacién "clasificada"
contiene variantes que se unen menos al anti-diotipo. En este caso, una RE mayor de variantes clasificadas indica
una disminucion de la union a los anticuerpos anti-idiotipo.

7.7. Ejemplo 7: Identificacion de mutantes puntuales con las propiedades deseadas

Para analizar los datos, el nimero de veces que una mutacion se encuentra en una posicion dada es nomalizada al
numero de veces que esa posicién es secuenciada y expresada como una frecuencia por 1000 secuencias. A
continuacioén, la frecuencia de la mutacion en la poblacion clasificada se divide por la frecuencia en la poblacién
expresada para proporcionar la Razoén de Enriquecimiento (RE) que indica si la mutacion ha sido enriquecida o
empobrecido en la poblacion clasificada en comparacién con la poblacidn expresada, y en qué grado. Las
mutaciones en las que se enriquece la poblacién clasificada tendran aumento unién a TNF-a, mientras que las
mutaciones en las que se empobrecen tendran disminucién de la unién. De manera similar, las células clasificadas
que tenian disminucion de la union a anti-idiotipos tendran una alta Razén de Enriquecimiento para ese anti-idiotipo
concreto.

7.8. Ejemplo 8: Analisis de codones de tipo salvaje silenciosos

Al determinar en qué variantes se ha enriquecido o empobrecido una biblioteca en una subpoblacién clasificada es
util comparar el comportamiento de las variantes con el comportamiento de la proteina de tipo salvaje bajo las
mismas condiciones experimentales. Esto se puede realizar facilmente siguiendo el comportamiento de codones WT
silenciosos - secuencias de ADN variantes que codifican una proteina WT pero que contienen un cambio de codén
silencioso resultante de la aleatorizacion NNK. Por ejemplo, en una posicion de la biblioteca en la que el codon de
tipo salvaje es GGG (glicina), la aleatorizacién NNK producira un codon GGT, que también codifica glicina, pero que
puede ser utilizado en los procedimientos de clasificacion y anadlisis estadistico descritos en la presente memoria
como cualquier otra variante. Dependiendo del codén de partida, en cualquier lugar pueden aparecer de cero a tres
codones de tipo salvaje silenciosos en cualquier posicidén; en la practica esto asegura que varias docenas de
codones silenciosos de tipo salvaje estaran disponibles en una biblioteca tipica de CDR cubriendo 50-65 posiciones
diferentes. El promedio de estas razones de enriquecimiento de tipo salvaje silenciosos se puede utilizar para
deteminar el punto medio de un experimento; las variantes de afinidad mejoradas se encuentran por encima de este
punto medio, las variantes de menor afinidad se encuentran por debajo de este punto medio, y las variantes neutras
se encuentran en la proximidad del punto medio. La FIG. 9 muestra los resultados de un analisis de codones de tipo
salvaje silenciosos. Las mutaciones beneficiosas (es decir, aquellas con una disminucion de la union a anti-idiotipo
1H11 y union neutra a TNF-a) tendrian una RE para 1H11 mayor de 0,25 (media + 1 DT) yuna RE para TNF-a entre
1,21y 1,59 (media +/- 1 DT).
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7.9. Ejemplo 9: Analisis FACS de un punto

Para predecir posiciones en las CDR que conducirian a la disminucién de la unién a anti-idiotipos, las células 293¢18
sembradas en placas de 96 pocillos se transfectaron con sub-bibliotecas con sdlo una posicion mutado para 32
codones posibles (FIG. 10). Después de dos dias en cultivo, se recogieron las células y se tifieron con anti-idiotipos
a CEso conjugados con PE y TNF-0-647 a CEso. El analisis FACS mostrd posiciones con una gran poblacion de
células con baja union al anti-idiotipo. La FIG. 11 muestra que algunas posiciones (en el circulo) en V4 pueden
mutarse para disminuir la unién a 1H11 y que ninguna posicidon VL puede conducir a un efecto similar. Del mismo
modo, la FIG. 12 muestra que la unidn de anti-idiotipos 5A1 y 10F8 puede disminuirse por mutaciones en ciertas
posiciones en la cadena V.. Las mutaciones en la cadena Vi no disminuyen la unidon a 5A1 y 10F8.

Un modelo Pymol de D2E7 con las posiciones en V4 que se pronosticaba que eran importante para la union a 1H11
en gris se muestra en las FIG. 13A-13D. El epitopo pronosticado muestra que, aunque las posiciones se encuentran
dispersas entre las tres CDR, éstas son adyacentes en el modelo y forman un epitopo conformacional y discontinuo.
Delmismomodo, las FIG. 14A-14D muestran que las posiciones en Vi importantes en la unién a 5A1 y 10F8 forman
una conformacién o epitopo discontinuo.

Para confimar la disminucidon de la uniéon al anti-idiotipo, se expresa un uUnico mutante de IgG completa en la
superficie celular, a continuacion se tifieron con anti-idiotipo conjugado con AF647 en ECs y anti-lgG-PE. Para
confimar unidn neutra a secuencias diana, se tifie IgG completa en la superficie celular con TNF-a-AF647 a CEso y
anti-lgG-PE.

Se muté CDR1-2 (Y32) de Vwde Ya K, R, S, T, o V. La FIG. 15 muestra un analisis FACS de un punto de los
mutantes. La tincidn FACS con el anticuerpo anti-idiotipo 1H11 confima la disminucion de la unién de todas las
variantes. La tincion TNF-a muestra union neutra para todos los mutantes excepto para T, correlacionandose con la
RE inferior de este mutante en la FIG. 16. Las mutaciones beneficiosas en VL. de D2E7, que se muestran en la FIG.
16, se seleccionaron como las que tienen una disminucion de la union a 1H11 (RE para 1H11 superior a 0,25) y una
union neutra a TNF-a (RE para TNF-a de 1,21 a 1,60). En color gris son las mutaciones no deseadas.

La FIG. 17 proporciona Razones de Enriquecimiento medias para 1H11 por posicién. Las posiciones en V4 de D2E7
con una alta RE media tienen mas sustituciones de aminoacidos posibles que conducen a un anticuerpo con una
disminucion de la unién a anti-Id 1H11.

La FIG. 18 proporciona Razones de Enriquecimiento medias para 5A1 por posicién. Las posiciones en V. de D2E7
con una alta RE media tienen mas sustituciones de aminodacidos posibles que conducen a un anticuerpo con una
disminucion de la unién a anti-idiotipo 5A1.

La FIG. 19 proporciona Razones de Enriquecimiento medias para 10F8 por posicién. Las posiciones en V. de D2E7
con una alta RE media tienen mas sustituciones de aminodacidos posibles que conducen a un anticuerpo con una
disminucion de la unién a anti-idiotipo 10F8.

7.10. Ejemplo 10: Analisis de formacion de puentes de D2E7

Se desarrollé un analisis de fomacién de puentes de D2E7 para visualizar la unién de D2E7 a anticuerpos anti-
Adalimumab (ADAb) obtenidos a partir de donantes humanos. Las placas de ELISA de alta union Immobilon se
recubrieron con 0,5 ug/ml de anticuerpo D2E7 de tipo salvaje en PBMS a 4°C durante la noche. Al dia siguiente las
placas se lavaron con PBS que contenia Tween-20 al 0,1% (PBS/Tween). Las placas se bloquearon con suero AB
humano al 1% en PBS (huAB/PBS) a temperatura ambiente durante 1-2 horas. Se diluyeron muestras de suero
humano (Bioreclamation, NY) en huAB/PBS y se afiadieron a las placas de ELISA. Finalmente, se afiadié anticuerpo
D2E7 de tipo salvaje biotinilado a una concentracion final de 15 ng/iml. Las placas se incubaron a 4°C durante la
noche. Al dia siguiente, las placas se lavaron en PBS/Tween. Se diluyd estreptavidina-HRPO (MABTECH) 1:1000 de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante en huAB/PBS y se afiadieron 100 pl/pocillo a las placas. Las placas
se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente, después se lavaron una vez con PBS/Tween y dos veces
con agua destilada. Se anadi6 TMB One Component (BioFX Laboratories) y el color se desarrollé durante 15
minutos. Las placas se leyeron a 650 nm. Se incuyd un control positivo (anticuerpo monoclonal murino anti-D2E7
humano).

7.11. Ejemplo 11: Andlisis de inhibicion para validar mutantes puntuales de Vi y VL de D2E7

Se escrutaron muestras de suero disponibles comercialmente de donantes humanos con Adalimumab, pero no con
metotrexato, como medicamento en sus formularios de consentimiento para deteminar la presencia de anti-
Adalimumab ( "ADAb") utilizando el analisis de fomacién de puentes del Ejemplo 10. Los donantes que mostraron
evidencia de ADAb fueron seleccionados para un estudio adicional. La especificidad del ADAb fue confirmada
mediante la realizacion de analisis de inhibicién utilizando los controles positivos y negativos descritos a
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continuacion. Los ADAb de los donantes seleccionados fueron especificos para el fragmento Fab de D2E?7.

Se escrutaron los anticuerpos variantes identificados por tener reduccion de la union a anticuerpos murino anti-
idiotipo, en comparacion con D2E7 para deteminar la inhibicidon del analisis de foomacién de puentes de D2E7. La
inhibicién del analisis de formacién de puentes por un anticuerpo variante muestra que la variante es todavia
susceptibles de unirse a los ADAb del suero del paciente. Por lo tanto, las variantes que no interfieren en el analisis
de formacion de puentes no presentan reaccion cruzada con el ADAb y por lo tanto representan mutaciones dentro
del epitopo de unién al anticuerpo de D2E7.

Se recubrieron durante la noche placas de ELISA Immobilon con 0,5 pug/iml de D2E7 de tipo salvaje, se lavaron yse
bloquearon. En una placa de 96 pocillos separada, se diluyeron anticuerpos variantes D2E7 en huAb/PBS a 10
pg/ml. Cada variante se sometié a ensayo por duplicado. Se utilizaron anticuerpos IgG1 herceptina y DP10, no
relacionados con D2E7, como controles negativos para deteminar la uniéon de anticuerpos anti-Adalimumab. El
anticuempo D2E7 de tipo salvaje se utilizd como control positivo para determminar la inhibicion. Los fragmentos Fab de
DP10 y D2E7 también se utilizaron como controles negativos y positivos, respectivamente. El suero de los donantes
que exhibian una respuesta inmunitaria a Adalimumab se diluyd 1:25 en huAB/PBS, y se afiadieron 100 pl a los
pocillos que contenian las variantes y los controles. La concentracion final de suero del donante fue de 1:50. Se
transfireron 100 pl del suero diluido con variantes y controles agregados a las placas recubiertas con D2E7. Se
afiadieron inmediatamente a las placas 100 yl de D2E7 biotinilado a 30 ng/iml en huAB/PBS. Las placas se
incubaron a 4°C durante la noche. El dia siguiente las placas se lavaron, y se afiadié estreptavidina-HRPO diluida.
Las placas se lavaron una vez con PBS/Tween-40, y se afiadio TMB One Component (BioFX Laboratories) y el color
se desarroll6 durante 15 minutos. Las placas se leyeron a 650 nm.

El anticuerpo DP10 no relacionado se induyd como un control en todas las pruebas yno tuvo impacto en la unién de
ADAb a D2E7 en las placas. El porcentaje de inhibicion de ADAb a DP10 promedio 88 +/- 12%. El analisis de
inhibicion se llevd a cabo con muestras de suero positivas para ADAb de cuatro donantes comerciales. Los
resultados se superpusieron en gran medida para los cuatro donantes, con cambios en CDR3 de VH que tenia el
mayor impacto en union de ADAb (FIG. 20A-20B). Las variantes preferidas se seleccionaron de dos maneras: la
FIG. 21A muestra una lista de todas las variantes que tenian el porcentaje de inhibicidn mayor que 2 desviaciones
tipicas por encima de la media de todas las variantes sometidas a ensayo. La FIG. 21B muestra todas las variantes
que tenian actividad significativa en cualquiera de los cuatro donantes. La mejor mutacién puntual identificada fue
T100V con un porcentaje de inhibicion de 53 +/- 10%. La segunda mejor fue VO5W con un promedio de 47%. La
mejor variante fuera de la CDR3 de Vi fue R30 de VL con dos sustituciones de aminoacidos variantes con un
porcentaje medio de 23%.

Se crearon variantes de combinacion basandose en los datos correspondientes a las variantes individuales. Se
construyeron combinaciones que contenian cambios tanto en VH como en VL, incorporando en algunos casos las
sustituciones en una VL variante que tenia las sustituciones G28S y A34S en CDR-L1 (numeracién de Kabat),
correspondiente a la combinacion G5 + A11S en CDR-L1 como se describe inicialmente en el documento WO
2010/121140. La cadena principal de VL variante con las sustituciones G5 + A11S se denomina en la presente
memoria VL-SS. Los anticuerpos variantes se expresaron y se purificaron y se sometieron a ensayo en el analisis de
inhibicién ADAb, y en los analisis de afinidad de uniéon de TNF-a. Los resultados para deteminar la unién de ADAb
se promediaron para mas de 2 donantes. La unién se evalu6 a través de las pruebas de resonancia de plasmén
superficial (Biacore). Los resultados se muestran en la Figura 22. Las variantes Y32K/SS-R30T y Y32K/SS-R30I
mostraron la mejor combinacion de reduccion de unién de ADA y conservaron la afinidad anti-TNF alfa.
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<110> ABBVIE BIOTHERAPEUTICS INC.

<120> METHODS FOR IDENTIFYING ANTIBODIES WITH REDUCED IMMUNOGENICITY

<130> 381493-721WO (118133)

<140>
<141>

<150>61/703,170
<151>2012-09-19

<160> 16

<170> Patentln version 3.5

<210>1
<211> 363
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota= "Descripcion de la Secuencia Artificial: Polinudedtido sintético”

<400>1
gaggtgcagc tggtggagtc tgggggaggc ttggtacagc ccggcaggtc cctgagactce 60
tcctgtgegg cctcectggatt cacctttgat gattatgcca tgcactgggt ccggcaaget 120
ccagggaagg gcctggaatg ggtctcaget atcacttgga atagtggtca catagactat 180
gcggactctg tggagggccg attcaccatc tccagagaca acgccaagaa ctccctgtat 240
ctgcaaatga acagtctgag agctgaggat acggccgtat attactgtgec gaaagtctceg 300
taccttagca ccgegtecte cettgactat tggggccaag gtaccectggt caccgtetceg 360
agt 363

<210>2

<211>121

<212>PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcidn de la Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

<400> 2

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Arg
1 5 10 15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Asp Asp Tyr
20 25 30
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Ser

Met

Ala

His
35

Ile

50

Glu
65

Leu

Ala

Lys

Gly Arg

Gln Met

val

Gln

<210>3
<211> 321
<212> ADN

Gly

Thr
115

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

Trp

Thr

Phe

Asn

Ser

100

Leu

ES 2621285713

Vval

Trp

Thr

Ser

85

Tyr

Val

Arg

Asn

Ile

70

Leu

Leu

Thr

Gln

Ser

55

Ser

Arg

Ser

Val

Ala
40

Pro

Gly His

Arg Asp

Ala Glu

90

Thr Ala

105

Ser Ser

120

Gly

Ile

Asn

Asp

Ser

Leu
45

Lys Gly

Asp Tyr Ala

60

Ala
75

Lys Asn

Thr Ala Val

Ser Leu Asp

<223> /nota = "Descripcién de la Secuencia Artificial: Polinucleétido sintético”

<400>3

gacatccaga
atcacttgte
gggaaagccc
cggttcagtg
gaagatgttg

gggaccaagg

<210>4
<211>107
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

tgacccagtce
gggcaagtca
ctaagctcct
gcagtggatc

caacttatta

tccatcctee

gggcatcaga

gatctatgcet

tgggacagat

ctgtcaaagg

tggaaatcaa a

ctgtctgcecat
aattacttag
gcatccactt
ttcactctca

tataaccgtg

ctgtagggga

cctggtatca
tgcaatcagg
ccatcagcag

caccgtatac

<223> /nota = "Descripcidn de la Secuencia Artificial: Polipéptido sintético”

<400>4

Glu

Asp

Ser

Tyr

Tyr
110

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Trp

cagagtcacc
gcaaaaacca
ggtcccatct
cctacagect

ttttggccag

Val

Val

Tyr

80

Cys

Gly

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1

5

10
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Asp Arg

Leu Ala

Tyr Ala
50

Ser Gly
65

Glu Asp

Thr Phe

<210>5
<211>5
<212> PRT

val

Trp

35

Ala

Ser

val

Gly

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gln
100

ES 2621285713

Ile

Gln

Thr

Thr

Thr

85

Gly

Thr

Gln

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Cys

Lys

Gln

55

Phe

Tyr

Lys

Arg

Pro

40

Ser

Thr

Cys

Val

Ala

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Glu
105

Ser

Lys

Vval

Thr

Arg

90

Ile

Gln

Ala

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Gly

Pro

Ser

60

Ser

Asn

<223> /nota = "Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido sintético”

<400>5

<210>6
<211>17
<212>PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

Asp Tyr Ala Met His

1

5

<223> /nota = "Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido sintético”

Ile

Lys

45

Arg

Ser

Arg

Arg

Leu

Phe

Leu

Ala

Asn

Leu

Ser

Gln

Pro
95

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Tyr

Ala Ile Thr Trp Asn Ser Gly His Ile Asp Tyr Ala Asp Ser Val Glu

<400> 6
1
Gly
<210>7
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

5

10

<223> /nota = "Descripcion de la Secuencia Artificial: Péptido sintético”

<400>7

<210>8
<211>11
<212>PRT

Val Ser Tyr Leu Ser Thr Ala Ser Ser Leu Asp Tyr

1

<213> Secuencia Artificial

5
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50

55

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripciéon de la Secuencia Artificial: Péptido sintético”

<400> 8

Arg Ala Ser Gln Gly Ile Arg Asn Tyr

1
<210>9
<211>7
<212>PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcidn de la Secuencia Artificial: Péptido sintético"

<400>9

<210>10

<211>9

<212>PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcidon de la Secuencia Artificial: Péptido sintético”

<400> 10

<210> 11

<211>26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcidn de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 11
ctcgaaaata ataaagggaa aatcag

<210>12

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente

<223> /nota = "Descripcidn de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 12
tggtagtgtg gggactc

<210>13

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
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Ala Ala Ser Thr Leu Gln Ser

1

5

5

Leu Ala
10

Gln Arg Tyr Asn Arg Ala Pro Tyr Thr
5

1

-26 -

26

17



10

15

20

25

30

35

40

ES 2621285713

<223> /nota = "Descripcidn de la Secuencia Artificial: Cebador sintético'

<400> 13
ttagttgtgc tgcatcaggt tt 22

<210> 14

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcidn de la Secuencia Artificial: Cebador sintético'

<400> 14
ggtcaccagt gttccctgac 20

<210>15

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcidon de la Secuencia Artificial: Cebador sintético"

<400> 15
gtaggcgaca gggtcacaat 20

<210> 16

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> fuente
<223> /nota = "Descripcién de la Secuencia Artificial: Cebador sintético

<400> 16
agtccgtitg atctcgacct t 21
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REIVINDICACIONES

1. Una variante de un anticuempo anti-TNF-a de referencia o un fragmento de unién anti-TNF-a de referencia de un
anticuemo, cuyo anticuerpo o fragmento de unién de referencia comprende seis regiones detemrminantes de la
complementariedad ("CDR") que tienen las secuencias de aminoacidos correspondientes a los SEQ ID NO:5 (CDR-
H1), SEQ ID NO:6 (CDR-H2), SEQ ID NO:7 (CDR-H3), SEQ ID NO:8 (CDR-1), SEQ ID NO:9 (CDR-L2) y SEQ ID
NO:10 (CDR-L3), en donde la variante comprende la sustitucion Y2K in CDR-H1, en donde las seis CDR juntas
tienen hasta 8 sustituciones de aminoacidos en comparacién con las secuencias de CDR del anticuerpo de
referencia o fragmento original.

2. La variante de la reivindicacion 1, en donde la variante comprende adicionalmente al menos una de las
sustituciones en la cadena pesada (i) T6V en CDR-H3, y (ii) V1IG en CDR-H3 yT6Ven CDR-H3.

3. La variante de las reivindicaciones 1 o 2, en donde la variante comprende adicionalmente al menos una de las
sustituciones en la cadena ligera (i) G5S en CDR-L1 y A11S en CDR-L1, (ii) R7l en CDR-L1, (iii) G5S en CDR-L1,
R7T en CDR-L1y A11S en CDR-L1, y(iv) G5S en CDR-L1,R7len CDR-L1 yA11S en CDR-L1.

4. La variante de la reivindicacion 1, en donde la variante comprende adicionalmente al menos una de las
sustituciones en la cadena ligera (i) R71 en CDR-L1 y (ii)) R7T en CDR-L1.

5. La variante de la reivindicacién 1, en donde la variante comprende adicionalmente al menos una de las
sustituciones en la cadena ligera (i) G5S en CDR-L1, R7T en CDR-L1 y A11S en CDR-L1 y (ii) G5S en CDR-L1, R7I
en CDRL1yA11S en CDR-L1.

6. La variante de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el anticuerpo anti-TNF-a de referencia o el
fragmento de unién anti-TNF-a de referencia comprende un fragmento de cadena pesada variable que tiene una
secuencia de aminoacidos que corresponde al SEQ ID NO:2 y un fragmento de cadena ligera variable que tiene una
secuendia de aminoacidos que corresponde al SEQ ID NO:4.

7. Una molécula de acido nucleico que codifica la variante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6.

8. Una célula anfitriona que comprende una molécula de acido nucleico que codifica la variante de una cualquiera de
las reivindicaciones 1-6.

9. Una composicion que comprende la variante de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 y un portador
farmacéuticamente aceptable.

10. Una variante de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para su uso en un método de
tratamiento de un trastorno inmunitario en un paciente humano, en donde el método comprende la administracion al
paciente de una cantidad terapéuticamente eficazde la variante.

11. La variante para su uso de acuerdo con la reivindicacion 10, en donde el trastomo inmunitario se selecciona

entre artritis reumatoide, artritis idiopatica juvenil, artritis psoriasica, espondilitis anquilosante, enfermedad de Crohn,
psoriasis en placas y espondiloartritis axial.
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D2E7(Adalimumab, HUMIRA) V, (SEQ ID NO:2)

EVQLVESGGGLVQPGRSLRLSCAASGFTFDDYAMHWVRQAPGKGLEWVSAITWNSGHIDYADSVEGR
FTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCAKVSYLSTASSLDYWGQGTLVTVSS

D2E7 (Adalimumab, HUMIRA) V, (SEQ ID NO:4)

DIQMTQSPSSLSASYGDRVTITCRASQGIRNYLAWYQQKPGKAPKLLIYAASTLOQSGVPSRFSGSGSGT
DFTLTISSLQPEDVATYYCQRYNRAPYTFGQGTKVEIK

FIG. 1A
Cadena de Anticuerpo/ Nim. de CDR | Secuencia SEQ ID NO.
Pesada 1 DYAMH 5
Pesada 2 AITWNSGHIDYADSVEG 6
Pesada 3 VSYLSTASSLDY 7
Ligera 1 RASQGIRNYLA 8
Ligera 2 AASTLQS 9
Ligera 3 QRYNRAPYT 10

FIG. 1B
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GAGGTGCAGC

TCCTGTGCGG

CCAGGGAAGG

GCGGACTCTG

CTGCAAATGA

TACCTTAGCA

AGT

TGGTGGAGTC

CCTCTGGATT

GCCTGGAATG

TGGAGGGCCG

ACAGTCTGAG

CCGCGTCCTC
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TGGGGGAGGC

CACCTTTGAT

GGTCTCAGCT

ATTCACCATC

AGCTGAGGAT

CCTTGACTAT

TTGGTACAGC

GATTATGCCA

ATCACTTGGA

TCCAGAGACA

ACGGCCGTAT

TGGGGCCAAG

CCGGCAGGTC

TGCACTGGGT

ATAGTGGTCA

ACGCCAAGARA

ATTACTGTGC

GTACCCTGGT

CCTGAGACTC

CCGGCAAGCT

CATAGACTAT

CTCCCTGTAT

GAAAGTCTCG

CACCGTCTCG

Secuencia de nucleétidos de la cadena pesada variable de D2E7

GACATCCAGA

ATCACTTGTC

GGGAAAGCCC

CGGTTCAGTG

GAAGATGTTG

GGGACCAAGG

TGACCCAGTC

GGGCAAGTCA

CTAAGCTCCT

GCAGTGGATC

CAACTTATTA

TGGAAATCAA

TCCATCCTCC CTGTCTGCAT CTGTAGGGGA CAGAGTCACC 60
GGGCATCAGA AATTACTTAG CCTGGTATCA GCAAAAACCA 120
GATCTATGCT GCATCCACTT TGCAATCAGG GGTCCCATCT 180
TGGGACAGAT TTCACTCTCA CCATCAGCAG CCTACAGCCT 240
CTGTCAAAGG TATAACCGTG CACCGTATAC TTTTGGCCAG 300
A 321

Secuencia de nucleétidos de la cadena ligera variable de D2E7

FIG.1C
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aminoacido
posicion | kabat WT mutaciones beneficiosas en V|
L1-1 24 R
L1-2 25 A
L1-3 26 S
L1-4 27 Q
L1-5 28 G Fab, Iab, Vb, Wbc, Yab
L1-6 29 I
L1-7 30 R |20, T2, Ve
L1-8 31 N Aabc, Dac, Eac, Gabc, Labc, Mabc, Qabc, Rabc, -I-abc
L1-9 32 Y
L1-10 33 L
L1-11 34 A
L2-1 50 A |°°, T, Ve
L2-2 51 A
L2-3 52 S
L2-4 53 T D>
L2-5 54 L
L2-6 55 Q
L2-7 56 S
L3-1 89 Q
L3-2 90 R G®
L3-3 91 Y
L3-4 92 N Fbe, M, WP, y°
L3-5 93 R L2, N?, W2, Y@
L3-6 94 A
L3-7 95 P
L3-8 96 Y
L3-9 97 T Y©

FIG. 2
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aminoacido
posicion | kabat WT mutaciones beneficiosas en Vy
H1-1 31 D s¢
H1-2 32 Y Al cd K MY RY, S9 Ve
H1-3 33 A
H1-4 34 M
H1-5 35 H c, D% E%, 8, T
H2-1 50 A
H2-2 51 |
H2-3 52 T A? GY N
H2-4 52a w A% FY HY, LY M9, Ve
H2-5 53 N G®
H2-6 54 S D®, L®
H2-7 55 G
H2-8 56 H
H2-9 57 | Ke'
H2-10 58 D LY
Aef, Cef, Eef, Fef, Gef, Hef, Ief, Kef, Lef, Me, Nef,
H2-11 59 Y Q°, RY, s ve W,
H2-12 60 A \&
H2-13 61 D N’
H2-14 62 S
H2-15 | 63 Vv D%, L, M*, Q¥ T*
H2-16 64 E F' He, K R, T, we
Aef, Cef, Eef, He, Ief, Kef, Lef, Mef, Nef, Pef, Qef,
H2—1 7 65 G Ref, Sef, -I-ef, Yef

FIG. 3A
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aminoacido

posicion | kabat WT mutaciones beneficiosas en Vy
H3-1 95 V GY, RY, we
H3-2 96 S
H3-3 97 Y
H3-4 08 L 79, Ve
H3-5 99 S
H3-6 100 T A
H3-7 100a A
H3-8 100b S
H3-9 100c S K9, We, Ye
H3-10 | 100d L
H3-11 101 D Ve
H3-12 102 Y

FIG. 3B
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Titulacién de TNF-a humano con Fab de D2E7 WT
expresado sobre la superficie de la célula
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50-
B WT- 151pM

‘ ) ¥ | p—|
1017 1Q° 101 102 10° 104 108

pM TNFa-AF647

FIG. 5
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unién de anti-idiotipo a Fab de D2E7 WT
expresado en la superficie de la célula
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FIG. 6
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AAWT | WT | AA [Mutante| CDR posicién ER 1H11 | ER TNF-a
D GAC | D GAT CDR-H1 1 0,29 1,47
A GCC | A GCG | CDR-H1 3 0,06 1,64
A GCC | A GCT CDR-H1 3 0,4 1,33
H CAC |H CAT CDR-H1 5 0,14 1,46
A GCG | A GCT CDR-H2 1 0,3 1,08
I ATC || ATT CDR-H2 2 0,08 1,23
T ACG | T ACT CDR-H2 3 0,44 1,36
N AAC | N AAT CDR-H2 5 0,27 1,63
G GGC | G GGG | CDR-H2 7 0,16 1,46
G GGC | G GGT | CDR-H2 7 0,07 1,27
H CAC |H CAT CDR-H2 8 0,19 1,38
I ATA || ATT CDR-H2 9 0,01 1,85
A GCA | A GCT CDR-H2 12 0,02 1,47
A GCA | A GCG | CDR-H2 12 0,02 1,11
S AGC | S TCT CDR-H2 14 0,01 1,57
S AGC | S TCG CDR-H2 14 0 1,58
S AGC | S AGT CDR-H2 14 0,07 1,14
v GTG |V GTT CDR-H2 15 0,04 1,52
E GAA | E GAG | CDR-H2 16 0,13 1,72
G GGA | G GGT | CDR-H2 17 0,02 1,29
G GGA | G GGG | CDR-H2 17 0,02 1,44
S AGC | S AGT CDR-H3 2 0,12 1,27
L CTC (L CTT CDR-H3 4 0,07 1,43
L CTC (L TTG CDR-H3 4 0,02 1,43
L CTC (L CTG CDR-H3 4 0,02 1,50
S TCA [S TCG CDR-H3 5 0,2 1,45
S TCA [s TCT CDR-H3 5 0,01 1,40
S TCA [S AGT CDR-H3 5 0,04 1,39
T ACA | T ACT CDR-H3 6 0,08 1,14
A GCT | A GCG | CDR-H3 7 0,27 1,22
S TCC [ s AGT CDR-H3 8 0 1,53
S TCC [ s TCG CDR-H3 8 0,02 1,53
S TCC [ S TCT CDR-H3 8 0,46 0,92
S AGC [ s TCG CDR-H3 9 0 1,63
S AGC | S AGT CDR-H3 9 0,14 1,19
L CTA [L TTG CDR-H3 10 0 1,34
Y TAC [Y TAT CDR-H3 12 0,34 1,34
1H11 TNF-a [ Unidn neutra
a TNF-a
media 0,12 1,40 1.21-1.59
DT 0,13 0,19
FIG. 9
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1 2 3 4 5 6 7 8
VL VL VL VL VH VH VH VH
CDR1-1 CDR1-9 CDR2-6 CDR3-7 CDR2-1 CDR2-9 CDR2-17 CDR3-8
R24 Y32 Q55 P95 A50 157 G65 S$100b
VL VL VL VL VH VH VH VH
CDR1-2 CDR1-10 CDR2-7 CDR3-8 CDR2-2 CDR2-10 CDR3-1 CDR3-9
A25 L33 S$56 Y96 151 D58 V95 $100c
VL VL VL VL VH VH VH VH
CDR1-3 CDR1-11 CDR3-1 CDR3-9 CDR2-3 CDR2-11 CDR3-2 CDR3-10
S26 A34 Q89 T97 T52 Y59 S96 L100d
VL VL VL VH VH VH VH VH
CDR1-4 CDR2-1 CDR3-2 CDR1-1 CDR2-4 CDR2-12 CDR3-3 CDR3-11
Q27 A50 R90 D31 W52a A60 Y97 D101
\'/8 A VL VH VH VH VH VH
CDR1-5 CDR2-2 CDR3-3 CDR1-2 CDR2-5 CDR2-13 CDR3-4 CDR3-12
G28 A51 Y91 Y32 N53 D61 L98 Y102
\'/8 VL \'/8 VH VH VH VH
CDR1-6 CDR2-3 CDR3-4 CDR1-3 CDR2-6 CDR2-14 CDR3-5
129 $52 N92 A33 S$54 $62 S99
VL VL VL VH VH VH VH
CDR1-7 CDR2-4 CDR3-5 CDR1-4 CDR2-7 CDR2-15 CDR3-6
R30 T53 R93 M34 G55 V63 T100
VL VL VL VH VH VH VH
CDR1-8 CDR2-5 CDR3-6 CDR1-5 CDR2-8 CDR2-16 CDR3-7
N31 L54 A%4 H35 H56 E64 A100a
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FIG. 13A-D
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FIG. 14A-D
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ER media de 1H11

AA CDR posicion | | ER de 1H11 en la posicion ER de TNFa
A CDR-H1 2 5,22 5,69 1,37
A CDR-H1 2 6,21 5,69 1,32
C CDR-H1 2 11,17 5,69 1,22

F CDR-H1

K CDR-H1

9,58

5,69

M CDR-H1

N

N CDR-H1

N

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

CDR-H1

1 (1 [02] pulpv] o)

CDR-H1

NINININININ

V CDR-H1

N

union de WT aTNFa: 1,21 —-1,60

unién de WT a 1H11: 0,00 — 0,25

FIG. 16
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1H11: ER media por posicion
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5A11: ER media por posicién
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10F8: ER media por posiciéon
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Variante Notacion 37440 23709 90814 84111 Media DT

WT WT 1,67 -1,16 0,00 -0,44 0,02 1,20
VL-SS VL-SS -2,90 3,79 0,35 -0,33 0,23 2,76
VL R30T VL4 8,44 26,36 18,92 11,19 16,23 8,08
VH Y59| + VL-SS VH16-SS 0,13 1,60 -0,66 -0,46 0,15 1,02
VH Y59R + VL-SS | VH20-SS -1,23 2,82 -1,08 1,24 0,44 1,95
VH V63D + VL-SS | VH24-SS -0,77 -0,37 -0,69 -0,54 -0,59 0,18
VL G28F VL1 3,15 15,50 0,69 0,22 4,89 7,19
VL G28V VL2 -5,29 10,13 -0,71 -0,07 1,01 6,51

VL G28Y VL3 -1,46 8,33 -0,16 0,00 1,68 4,48
VL N31D VL5 -0,46 13,13 0,56 1,32 3,64 6,37
VL N31L VL6 3,77 10,88 1,19 1,68 4,38 4,48
VL N31T VL7 3,43 8,70 1,04 0,88 3,51 3,65
VL A50T VL9 1,77 15,45 0,01 -0,19 4,26 7,51

VL T53D VL10 0,00 3,77 -1,25 -0,50 0,51 2,24
VL N92F VL0L11 5,96 24,50 4,50 4,41 9,85 9,80
VL N92Y VL12 7,62 22,66 6,17 6,19 10,66 8,03
VL R93L VL13 2,14 17,92 1,19 1,92 5,79 8,09
VL R93N VL14 1,79 15,93 1,22 1,48 510 7,22
VH D318 + VL-SS | VH1-SS 3,20 25,37 2,20 1,63 8,10 11,53
VH Y32A + VL-SS | VH2-SS 8,38 31,91 4,01 2,69 11,87 13,62
VH Y32R + VL-SS | VH3-SS 11,81 52,68 5,85 3,80 18,54 | 23,02
VH Y32S + VL-SS | VH4-SS 7,34 25,95 4,08 2,21 9,90 10,91
VH H35E + VL-SS | VH6-SS 0,99 20,58 0,07 0,23 5,47 10,08
VH H35T + VL-SS | VH7-8S 14,67 33,27 2,20 10,15 15,07 | 13,18
VH T52A + VL-SS VH8-SS -1,98 18,61 0,64 0,86 4,53 9,48
VH T52G + VL-SS | VH9-SS 2,32 24,96 1,61 1,36 7,56 11,60
VH 157K + VL-SS VH10-SS -2,69 8,43 -1,23 -0,42 1,02 5,03
VH Y59A + VL-SS | VH12-SS -2,32 4,80 -1,31 -1,09 0,02 3,23
VH Y59C + VL-SS | VH13-SS -4,39 4,37 -1,01 -0,49 -0,38 3,61

VH Y59F + VL-SS | VH14-SS -1,51 7,70 -0,01 -0,23 1,49 4,19
VH Y59H + VL-SS | VH15-SS -0,38 6,28 -0,49 -0,04 1,34 3,30
VH Y59L + VL-SS VH18-SS -0,74 5,37 -1,39 -0,48 0,69 3,14
VH Y59M + VL-SS | VH19-SS 0,58 2,92 -1,25 -0,53 0,43 1,82
VH Y59S + VL-SS | VH21-SS -2,89 6,58 -1,41 -1,08 0,30 4,26
VH Y59V + VL-SS | VH22-SS -1,52 4,05 -1,24 0,20 0,37 2,56
VH Y59W + VL-SS | VH23-SS -1,16 8,76 1,03 -0,24 2,10 4,53
VH V63L + VL-SS | VH25-SS -0,41 7,11 -0,45 -0,10 1,54 3,72
VH G65A + VL-SS | VH26-SS -2,74 6,44 -1,32 -0,31 0,52 4,07
VH G65E + VL-SS | VH27-SS -2,55 8,87 -0,38 -0,46 1,37 5,10
VH G65L + VL-SS | VH28-SS -2,94 1,80 -1,25 -1,10 -0,88 1,97
VH G65M + VL-SS | VH29-SS -2,30 3,73 -0,30 -1,12 0,00 2,62
VH G65Q + VL-SS | VH30-SS -1,54 5,57 1,01 -0,46 1,14 3,13
VH G65R + VL-SS | VH31-SS 3,27 7,88 -0,47 -0.14 2,63 3,88

Fig. 20A
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Variante Notacion 37440 23709 90814 84111 |Media DT

VH G65S + VL-SS | VH32-SS -1,77 5,59 -1,30 -0,46 0,51 3,43
VH V95R + VL-SS | VH33-SS -1,47 9,95 -0,32 0,35 213 5,27
VH V95W + VL-SS | VH34-SS 26,86 59,72 63,70 37,73 47,00 | 17,63
VH L98T + VL-SS | VH35-SS 22,01 43,07 13,08 8,65 21,70 | 15,29
VH L98V + VL-SS | VH36-SS 9,75 45,57 6,23 3,32 16,22 | 19,75
VH T100V + VL-SS | VH37-SS 47,11 61,75 60,87 42,04 52,94 | 9,89
VH D101V + VL-SS | VH38-SS 0,93 13,57 -0,32 0,55 3,68 6,61

VH Y32K + VL-SS | VH39-SS 13,28 35,32 6,92 4,34 14,97 | 14,08
VH Y32V + VL-SS | VH40-SS 7,07 19,62 2,17 1,36 7,56 8,43
VH H35C + VL-SS | VH41-SS 2,04 24,36 0,94 0,77 7,03 11,57
VH H35S + VL-SS | VH42-SS 3,09 30,19 4,08 1,16 9,63 13,76
VH V95G + VL-SS | VH43-SS 29,10 53,62 18,01 13,00 28,43 | 18,09
G28l 5,05 15,84 -0,10 6,93 8,14
G28W 3,54 14,89 -0,05 6,13 7,80
R30I 18,99 44,28 8,46 23,91 | 18,41
R30V 19,04 40,09 10,16 23,10 | 15,37
N31E 10,69 29,20 3,37 14,42 | 13,31
N31G 6,16 19,35 1,03 8,85 9,45
V31R 5,80 13,38 0,78 6,65 6,35
A50V 2,15 15,98 -0,01 6,04 8,68
RO3W 6,25 28,88 2,34 12,49 | 14,33
VH-Y32K 36,31 24,20 30,26 | 8,56
VH-Y32V 21,20 13,50 17,35 | 5,44

VH-H35C 12,70 19,40 16,05 | 4,74

VH-H35S 13,99 22,56 18,28 6,06

VH-V95G 34,70 38,58 36,64 | 2,75

DP10 99,82 84,18 95,33 71,54 87,72 | 12,63

Fig. 20B
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formacion de puentes |multiplicidad .

VH VL ADAb de afinidad afinidad pM
WT WT 5 100 83 +/-10
WT SS 04 82 150
Y32K/T100V SS 28 142 61
Y32K/V95G/T100V | SS 24 122 71
Y32K SS/R30T 45 55 130
Y32K SS/R30I 48 50 149
VO5G/T100V SS 15 25 335
Y3ZM SS 0 21 411
VO5W R30I 95 23 379
VO5W R30T 97 0 >10.000

FIG. 22
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