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Variantes de anticuerpo de glicosilacion
Descripcion

ANTECEDENTES

Campo de la invencion

[0001] La invencion se refiere a la evaluacion de la secuencia de Fc de anticuerpos y otras moléculas que contienen
Fc y, méas particularmente, a métodos de preparacion, alterando y usando preparaciones de anticuerpos y otras
moléculas que contienen Fc para alterar la susceptibilidad a proteasas.

Discusion del campo

[0002] Modificaciones de aminoacidos dentro del dominio Fc puede tener lo que se puede considerar efectos
alostéricos, es decir, que afecta a la conformacion de Fc de una distancia. En particular, se ha demostrado que las
sustituciones de aminoéacidos en el dominio de CH3 afectan la unién a los receptores de Fc-gamma, los cuales se
unen al anticuerpo por debajo de los enlaces de disulfuro intercadenados entre cadenas pesadas (la region de
bisagra inferior) que es también el dominio de CH2 (Shields et al. (2001) J Biol Chem 276: 6591, Stavenhagen et al.
(2007) Cancer Res 67: 8882).

[0003] En el anticuerpo maduro, los dos oligosacaridos bi-antenarios complejos unidos a Asn297 se encuentran
enterrados entre los dominios CH2, formando contactos extensivos con el esqueleto del polipéptido. Se ha
encontrado que su presencia es esencial para que el anticuerpo medie en las funciones efectoras, tales como ADCC
(Lifely, MR, et al., Glycobiology 5: 813-822 (1995), Jefferis, R. y col., Immunol Rev 163: 59 - 76 (1998), Wright, A. y
Morrison, SL, supra). Los estudios realizados por otros y por los presentes solicitantes (W0O2007005786) han
demostrado ademas que la composicién de oligosacaridos de estos glicanos naturalmente afadidos en la region Fc
también altera las afinidades de union al receptor Fc y la sensibilidad a la proteasa en diversos sitios no adyacentes
de la cadena polipeptidica (Raju, S.T. 2008 Curr Op Immunol 20: 471 - 478; W0O2007024743). El documento
WQ02009045894 describe métodos y conformaciones estructurales de preparaciones de anticuerpos con mayor
resistencia a proteasas. El documento US5041376 describe un método para identificar o proteger sitios funcionales
0 epitopos de proteinas que entran en la via exocitética de células eucariotas.

[0004] Por lo tanto, a medida que la comprensién de los diversos aspectos conformacionales de moléculas de
anticuerpo evoluciona y técnicas de modelizacion y de ingenieria de proteinas se vuelven mas sofisticados, ahora se
hace posible orientar regiones dentro de candidatos de anticuerpos terapeuticos para la modificacién para que
coincida con el espectro deseado interacciones in vivo para un uso o indicacion particular. Dicha modificacién puede
proporcionar anticuerpos terapéuticos mejorados con seguridad retenida.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0005] La invencién proporciona una molécula que contiene Fc, que comprende una secuencia de aminoacido de
dominio Fc de anticuerpo modificado con sitios de glicosilacion N en los extremos de las estructuras de bucle en el
dominio CH3, en el que el Fc que contiene la molécula ha aumentado la resistencia a la proteasa, en comparacion
con Fc que contiene moléculas que tienen la secuencia de aminoacidos del dominio Fc del anticuerpo no modificado
andlogo.

[0006] La invencion proporciona ademas un método para aumentar la resistencia de una proteina que contiene Fc a
la escisidn por una proteasa, que comprende la adicién de sitios de N-glicosilaciéon de la proteina que contiene Fc
correlativa a la numeracién de UE en al menos una de las posiciones 359, 382, y 419.

[0007] La presente invencion proporciona las composiciones de modificado, inmunoglobulina glicosilada dominios
constantes Utiles en la ingenieria de anticuerpos o similares a anticuerpos terapéuticos, tales como los que
comprenden una region Fc, que tiene uno o mas sitios de glicosilacion disefiados unidos a Asn ( "N-glicosilacion").

[0008] En una realizaciéon de la invencién, no es un sitio de N-glicosilacion en la posicion 359 a partir de una
mutacion en la posicion 361 y/o un sitio de N-glicosilacion en la posicién 419 a partir de una mutacién en la posicion
421. Adicionalmente, la glicosilacion Fc nativa en Asn297 esta presente y en otra realizacion la glicosilacion Fc
nativa puede estar ausente. Las construcciones derivadas de anticuerpos son estructuras de proteinas diméricas
derivadas o que comprenden secuencias de 1gG1, 19G2, 1IgG3 o IgG4 humanas. En un aspecto, las construcciones
contienen sustituciones de aminoacidos en las posiciones 228, 234 o 235 (numeracion Kabat EU) en la regién
bisagra.

[0009] Otro objeto de la invencion comprende compuestos basados en los dominios constantes de inmunoglobulina

glicosilados modificados con propiedades mejoradas en comparacién con compuestos que tienen dominio constante
de inmunoglobulina no modificada analoga; las propiedades que incluyen, pero no se limitan a, la sensibilidad a la
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proteasa, la semivida del suero y la union al receptor Fc.

[0010] Es un objeto adicional de la invencién proporcionar composiciones y métodos para mejorar la capacidad de
las preparaciones de anticuerpos glicosilados para resistir la escision por proteasas y por lo tanto proporcionar
preparaciones de anticuerpos para el tratamiento de condiciones patolégicas asociadas con la presencia de niveles
elevados de proteasas, tales como cancer. En aln otra realizacion del método, la proteina que contiene Fc
glicosilada es un anticuerpo, preferiblemente un anticuerpo monoclonal terapéutico. La proteasa, cuya actividad de
escisién debe resistirse, se selecciona del grupo que consiste en pepsina, plasmina, tripsina, quimotripsina, una
metaloproteinasa de matriz, una endopeptidasa de serina, y una cisteina proteasa, procedente del huésped o un
patégeno que puede ser un pardsito, una bacteria o un virus. En una realizacion especifica, la proteasa es una
metaloproteinasa de matriz seleccionada del grupo que consiste en gelatinasa A (MMP2), gelatinasa B (MMP - 9),
metaloproteinasa de matriz 7 (MMP - 7), estromelisina (MMP - 3), y elastasa de macré6fagos (MMP - 12). Las
modificaciones se pueden introducir en secuencias de anticuerpos. Las construcciones modificadas descritas
muestran una mayor resistencia a proteasas fisiolégicamente relevantes.

Breve descripcién de los dibujos
[0011]

La Figura 1 muestra una alineacion de las secuencias de aminoacidos de bisagra y los dominios Fc de variantes
basadas en IgG4 y donde el nimero se basa en el nimero de anticuerpos UE de Kabat. La secuencia mostrada
comienza con la bisagra de nucleo (residuo 227) y termina con el extremo C del dominio Fc (residuo 447)
indicando que CNTO 5303 y CNTO 7363 difieren de CNTO 530 y CNTO 736, respectivamente, por tener un Asn
(N) En la posiciéon 359 en lugar de un Thr, y un Thr (T) en la posicion 361 en lugar de un Asn, dando como
resultado la creacién de un motivo de glicosilacion y haciendo que la proteina sea glicosilada en Asn359. Las
variantes CNTO 5304 y CNTO 7364 difieren de la CNTO 5303 y la CNTO 7363 al tener Thr en la posicion 299
reemplazado con Asn, eliminando asi el motivo y la glicosilacion en Asn297. La secuencia NEM 3052, al cambiar
los aminoacidos en las posiciones 419 y 421, da como resultado motivo de glicosilacion y glicosilacion en la
posicion 419. Otro sitio mostrado para una creacion de posicion de motivo de glicosilacion esta entre 382 y 384
mostrado en la figura como ("variante posible"). Los puntos indican que el aminoacido es el mismo que en la
secuencia de tipo salvaje.

La Figura 2 muestra la estructura de un residuo de fragmento Fc 359, un sitio de nueva glicosilacion, destacado
en ambas cadenas pesadas.

La Figura 3 muestra CNTO 530 y sus variantes fraccionadas a través de un gel SDS-PAGE (no reducido)

La Figura 4 muestra un andlisis basado en AlphaScreen de lo bien que las dos variantes de constructo
MIMETIBODY™ compiten con un mAb biotinilado por la unién a FcRn humano.

Las Figuras 5A-F muestran los datos derivados de los trazados de MALDI-TOF-MS de la velocidad de
desaparicion de los constructos de Fc intactos tras la incubacion con MMP-3 humana o de la elastasa de
neutréfilos humanos (NE) en el tiempo A-D) CNTO 5303 a CNTO 530, y comparacion de CNTO 7363 a CNTO
736, cuando se incub6é con MMP-3 o NE. E, F) todas las muestras, incluyendo CNTO 5304 y CNTO 7364,
cuando se incubaron con las dos proteasas.

La Figura 6 muestra las secuencias de aminoacidos de bhisagra y dominios de Fc de variantes basadas en IgG1
como en la Fig. 1.

La Figura 7 es un gréafico que representa la persistencia en suero de CNTO530 vs. CNTO5303 en la sangre de
ratones inyectados de ambas moléculas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Abreviaturas

[0012] AA = &cido antranilico; al1,3GT = a-1,3-galactosiltransferasa; ARD = dificultad respiratoria aguda; 1,4GT = -
1,4-galactosiltransferasa; a-2,3ST = a-2,3-sialiltransferasa; ADCC = citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos;
CDC = citotoxicidad dependiente del complemento; CMP-Sia = N-acido acetilneuraminico de monofosfato de
citidina; FBS = suero bovino fetal; IgG = inmunoglobulina G; MALDI-TOF-MS = espectrometria de masa de tiempo
de vuelo de ionizacién laser/desorcion asistida por matriz; NANA = Isbmero de N-acido acetilneuraminico del acido
sialico; NGNA = Isomero de N-acido glicolilneuraminico del acido sialico; OA = osteoartritis; PNGasa F = péptido N-
glicosidasa F; HPLC = cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa; AR = artritis reumatoide; SA =
Acido sinapico; Sia = acido sidlico; SDHB = acido dihidroxibenzoico que contiene cloruro sédico; UDP-Gal = difosfato
de uridina galactosa; UDP-GIcNAc = N-acetilglucosamina de difosfato de uridina.

Definiciones y Explicacion de la Terminologia

[0013] Los términos "Fc", "proteina que contiene Fc" o "molécula que contiene Fc" como se usa en este documento
se refieren a una proteina monomérica, dimérica o heterodimérica que tiene al menos un dominio de CH2 y CH3 de
inmunoglobulina. Los dominios CH2 y CH3 pueden formar al menos una parte de la regién dimérica de la
proteina/molécula (por ejemplo, anticuerpo).
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[0014] El término "anticuerpo” pretende abarcar anticuerpos, fragmentos de digestidn, las partes especificadas y las
variantes de los mismos, incluyendo, sin limitacién, anticuerpos miméticos o que comprenden porciones de
anticuerpos que imitan la estructura y/o funcion de un anticuerpo o fragmento especificado o Incluyendo, sin
limitacién, anticuerpos de cadena Unica, anticuerpos de dominio Gnico, minicuerpos y fragmentos de los mismos. Los
fragmentos funcionales incluyen fragmentos de unién al antigeno que se unen al antigeno diana de interés. Por
ejemplo, fragmentos de anticuerpo capaces de unirse a un antigeno diana o partes de los mismos, incluyendo, pero
sin limitacion, Fab (por ejemplo, mediante digestion con papaina), Fab’ (por ejemplo, por digestidon con pepsina y
reduccion parcial) y F(ab’)2 (por ejemplo, mediante digestién con pepsina), FACB (por ejemplo, por digestién con
plasmina), pFc' (por ejemplo, por digestion con pepsina o plasmina), Fd (por ejemplo, por digestidon con pepsina,
reduccion parcial y reagregacion), Fv o scFv (por ejemplo, por técnicas de biologia molecular), estan abarcados por
el término anticuerpo (véase, por ejemplo, Colligan, Immunology, supra).

[0015] EI término "anticuerpo monoclonal" como se usa en el presente documento es una forma especifica de Fc
gue contiene la proteina de fusion que comprende al menos un dominio de unién a ligando que conserva una
homologia sustancial con al menos una de una cadena pesada o ligera del anticuerpo del dominio variable de al
menos una especie de anticuerpo animal.

Visién de conjunto

[0016] La presente invencion se impulsé por un interés en la identificacion de un nuevo sitio en un dominio de Fc
para la PEGilacion. Al conocerse técnicas para la conjugacion de restos de PEG a los glicanos de las proteinas, lo
gue proporciona un sitio de direccionamiento especifico para la modificacion, se intentdé el uso de los glicanos
naturales en Asn297, sin embargo, debido a la estructura terciaria y cuaternaria de la estructura Fc-dimérica, los
glicanos de Fc nativos han demostrado ser insuficientemente accesibles para permitir la conjugacién de estructuras
de PEG grandes.

[0017] Por lo tanto, se consideraron posiciones en el dominio de Fc donde un suplente o sitio de glicosilacion N-
ligada adicional se podrian introducir por ingenieria en la secuencia de motivo de Asn-xxx-Ser/Thr, conocida como
un sitio de reconocimiento para glicosiltransferasas en el reticulo endoplasmico de células eucariotas. En la
fabricacion de tales variantes de glicano para dos construcciones diferentes que comprenden Fc, CNTO 530
(construccion EPO MIMETIBODY™) y CNTO 736 (construcciéon GLP-1 MIMETIBODY™), se observéd que las
variantes de glicano no PEGiladas mostraron inesperadamente una resistencia significativamente incrementada a
las enzimas proteoliticas.

[0018] El cuerpo produce naturalmente proteasas para la digestién y la remodelacion de proteinas, a las que
también se someten proteinas terapéuticas. En estados de enfermedad no patdégenos, tales como RA y otras
enfermedades inflamatorias, y cancer, es bien conocido que un cierto espectro de enzimas proteoliticas esta
elevado. Ademas, es bien conocido que las proteasas humanas estan asociadas con enfermedades inflamatorias,
proliferativas, metastasicas e infecciosas. Las inmunoglobulinas circulantes, y especificamente los anticuerpos de la
clase 1gG, son las principales proteinas séricas. Se ha apreciado que las proteasas humanas, las metaloproteinasas
de matriz (MMPs) y la elastasa de neutrofilos, escinden el polipéptido de cadena pesada de IgG en un residuo Unico
para cada proteasa similar a proteasas bacterianas, tales como endopeptidasa de glutamilo (Staph. Aureus) o
enzima degradante de inmunoglobulina de Streptococcus (Strep. pyogenes). Los sitios de escision en la cadena
pesada se agrupan en torno a la region denominada dominio de bisagra, donde se produce el enlace disulfuro entre
cadenas de las dos cadenas pesadas. La region por debajo de la bisagra constituye la region Fc y comprende sitios
de unién responsables de las funciones efectoras de 1gG. En el caso de los microorganismos, la expresiéon de
proteasa es una via potencial de virulencia adyuvante que permite a los organismos evitar la opsonizacion
(Rooijakkers et al., Microbes and Infection 7: 476-484, 2005) en cuanto a la liberacion proteolitica del dominio de Fc
por escisién debajo de la bisagra neutraliza eficazmente las funciones que de otro modo conducirian a la seleccion y
muerte de esa célula patolégica. Asi, la elaboracion de proteasas especificas puede ser representativa de una
miriada de estados de enfermedades incluyendo cancer, inflamacién y enfermedades infecciosas. Esta degradacion
de IgG se aumenta en entornos patolégicos in vivo tal como se evidencia por la presencia de autoanticuerpos
naturales 1gG que se unen al dominio de bisagra escindido (Knight et al., 1995; Nasu et al., 1980; Persselin y
Stevens, 1985, Temess, et al., 1995, J Imunol., 154: 6446 - 6452). Por lo tanto, el aumento de la resistencia a las
proteasas fisiologicamente relevantes podria dar lugar a una semivida in vivo prolongada para moléculas que
contienen Fc terapéutico, particularmente en entornos ricos en proteasas, que podrian aumentar la eficacia y/o
permitir una dosificacién menos frecuente.

[0019] Una solicitud de patente de propiedad comun, W0O2009/023457, describe proteasas capaces de degradar
IgG y que estan asociadas con estados de enfermedad o patolégicos, tales como el cancer, la inflamacién y la
infeccion. La informacién se resume en la Tabla 1 (reproducida mas adelante), en la que las "proteinasas de
coagulacién” incluian F.Xlla, FIXa, F.Xa, trombina y proteina C activada; plasmina era plasmindégeno co-incubado
con activadores del plasmindgeno; tPA, estreptoquinasa y estafilocinasa; "activadores del plasminégeno solos" no
tienen plasminégeno; y las MMP eran proteinasas recombinantes obtenidas ya sea como la forma activa o la pro-
enzima; Y "Ninguno" indica la ausencia de escisién detectable durante 24 horas. Excepto donde se indica, todas las
enzimas eran humanas. Las designaciones de residuo son para el sistema de numeracion de la UE para la cadena
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pesada completa de anticuerpos IgG1 maduros.

Tabla 1.
Enzima Fuente Tipo de proteinasa Asociacion de | Sitio Producto
Enfermedades recortado | principal
(Ref)

Catepsina G Granulos de | Endopeptidasa  de | Enfisema, FPI, | gu®®- | F(ab)2 +
neutrofilos serina RA (2,3) leu® Fc
humanos

Catepsina B " " Ninguno

Catepsina D " " Ninguno

Elastasa de Neutrdfilos " Amiloidosis, Thr223- Fab + Fc

neutrofilos (HNE, enfisema his?224

elastasa de pulmonar, fibrosis

leucocitos, quistica, SDRA,

elastasa PMN) AR, invasion

tumoral (2,3)

Elastasa Pancreatitis (3)

pancredtica

Proteinasa 3 " " Ninguno

(mioeloblastina)

Triptasa Mastocitos " Anafilaxis, fibrosis Ninguno

(2)
Quimasa Mastocitos " Inflamacion, Ninguno
enfermedades
cardiovasculares
2, 3)

Calecreina " " Ninguno

Proteinasas de " " Ninguno

coagulacién

Plasmina " " Migracion celular Lys?®- | Fab + Fc

(fibrinolisina) (p.€j. tumores) (2) Thr224

Infeccion
estreptocdcica (6)

Activadores  de " " Ninguno

plasminégeno

solos

Colagenasa Humanos Metaloendopeptidasa | RA, OA, IBD, IPF, Ninguno

intersticial (MMP- | (fibroblastos, aneurismas (1)

1) condrocitos)

Gelatinasa A "Células " Tumores Gluzss F(AB")2

(MMP - 2) tumorales, invasivos (1) Leu?34 +Fc

fibroblastos

Estromelisina "Fibroblastos, " RA, OA, placa Glu-23% F(AB")2

(MMP - 3) condrocitos, aterosclerotica, Leu?3* +Fc
Osteoclastos, enfermedad de

macroéfagos Crohn, colitis,
algunos tumores
1. 4)

Matrilisina (MMP Células " Tumores Leu?34- F(AB")2

-7) epiteliales invasores (1, 4) Leu 235 +Fc

glandulares

Colagenasa 2 Neutréfilos Inflamacion, RA, Ninguno

(MMP - 8)

OA (1, 4)
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(continuacion)

Enzima Fuente Tipo de | Asociacion de | Sitio Producto
proteinasa Enfermedades recortado principal
(Ref)
Gelatinasa B "Células " Inflamacién, Leu?34- F(AB’)2
(MMP - 9) normales y aneurismas Leu?3s +Fc
tumorales, aorticos, ARDS,
Monocitos vomitos RA> OA,
activados, infiltrados
neutrofilos, tumorales de
células T células
inflamatorias (1,
4)
Metaloelastasa de | Macrdfagos " Inflamacion, Pro?3% F(ab’)2 +
macréfagos (MMP destruccion de Gluz33 Fc
-12) tejidos cuando se
sobreexpresan,
aneurismas,
placa
aterosclerética (1)
Catepsina S " Cisteina Ninguno
endopeptidasa
Glutamyl Staph. Endopeptidasa Staph. Aureus Glu?3* F(ab’)a+
endopeptidase | Aureus de serina Infeccién (2) Leu?34 Fc
(Glu V8 proteasa)
Enzima Strep. Endopeptidasa Strep. Pyogenes Gly?36 F(ab’)z2 +
degradante de Pyogenes de serina Infeccién (5) Gly>¥" Fc
inmunoglobulina
de Streptococcus
(IdeS)
(1) Barrett A. J., Rawlings N. D. y Woessner J. F.(Eds.), Handbook of Proteolytic Enzymes Vol. 1,
Elsevier, Amsterdam, 2004.
(2) Barrett A. J., Rawlings N. D. y Woessner J. F.(Eds.), Handbook of Proteolytic Enzymes Vol. 2,
Elsevier, Amsterdam, 2004.
(3) Powers, JC., "Proteolytic Enzymes and Disease Treatment" 1982. In: Feeney and Whitaker (eds).
Modification of Proteins: Food, Nutritional, and Pharmacological Aspects. Advances in Chemistry
Series 198. ACS, Washington, D.C. 1982 pp 347-367.
(4) Tchetverikov I., Ronday H. K., van El B., Kiers G. H., Verzijl N., TeKoppele J. M., Huizinga T. W.
J., DeGroot J. y Hannemaaijer R., 2004. MMP Profile in paired serum and synovial fluid samples of
patients with rheumatoid arthritis. Ann.Rheum.Dis. 63, 881-883.
(5) Vincents B., von Pawel-Rammingen U., Bjorck L. y Abrahamson M., 2004. Enzymatic
characterization of the streptococcal endopeptidase, IdeS, reveals that it is a cysteine protease with
strict specificity for 1gG cleavage due to exosite binding. Biochemistry 43, 15540-15549.
(6) Sun H., Ringdahl U., Homeister J.W., Fay W.P., Engleberg N.C., Yang A.Y., Rozek L.S., Wang X.,
Sjobring U., Ginsburg D., 2004. Plasminogen is a critical host pathogenicity factor for group A
streptococcal infection. Science. 305, 1283-1286.

Funciones oligosacéridas

[0020] Oligosacaridos especificos estan presentes en las proteinas secretadas como resultado de glicosilacion que
tiene lugar en el reticulo endoplasmico de las células eucaridticas como el procesamiento normal de las proteinas
designadas por secuencias de sefial para la exportacién de la célula. La composicion de oligosacaridos afiadidos a
la proteina se ve afectada por factores tales como la naturaleza de la proteina, la especie de origen de la célula, las
condiciones de cultivo y el medio extracelular. La naturaleza del "glicoma" de especie a especie o incluso de
individuo a individuo ha sido reconocida durante mucho tiempo como la fuente de epitopos antigénicos, por ejemplo,
los grupos sanguineos humanos. Por lo tanto, la glicosilacion de la superficie de la proteina representa un método
para alterar el reconocimiento de las proteinas dirigiendo receptores especificos o no especificos para estructuras de
glicanos particulares o sacaridos terminales. Oligosacaridos o ligandos para receptores de mamiferos similares a
lectinas, tales como las selectinas, por ejemplo proteinas de unién a manosa, L-selectina y P-selectina.

[0021] Los glicanos normalmente adjuntos a la Asn 297 del dominio de CH2 en las moléculas de IgG de mamifero

actlan para proporcionar estructura terciaria para la Fc, dos cadenas de polipéptidos unidos covalentemente en la
regién bisagra sobre el dominio de CH2 y por asociacion no covalente de los dos dominios de CH3. La IgG
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aglicosilada no se une a los receptores Fc ni exhibe las funciones efectoras de ADCC o CDC o se une al
complemento Clg. Estudios recientes (Kaneko, 2006 Science 313: 670-673, Shields et al., 2002 J Biol. Chem. 277:
30 26733-26740) han demostrado que el contenido de glicano enlazado con Asn297 también puede afectar a la
afinidad de union de moléculas de IgG a receptores Fc (gamma).

[0022] Una preparacion de globulina gamma humana, conocida como IVIG, ha sido utilizado como un tratamiento
antiinflamatorio general. Estudios recientes en un modelo de artritis inducida por suero murino en el que el
tratamiento con altas dosis de IVIG humana suprime la artritis, demostré que la desialilizacion enzimatica previa de
IVIG anulé su beneficio terapéutico, mientras que el enriqguecimiento para la fraccién sialilada de IVIG aumentd su
beneficio antiinflamatorio Kaneko, 2006 Science 313: 670 - 673).

[0023] Se sabe desde hace tiempo que la propiedad anti-inflamatoria se determina por la porcion Fc de la IVIG.
Posterior trabajo demostré que la fraccion de moléculas de IVIG principalmente responsables para la supresion de
inflamacién de las articulaciones en un modelo de artritis murino son aquellos con acido sidlico Fc en una vinculacion
a-2,6 con galactosa en oposicion a aquellos con &cido sidlico en vinculacion a-2,3 (Anthony et al., (2008) Science
320: 373). La lectina de ratén, SIGN-R1, expresada en la superficie de los macréfagos esplénicos, es un receptor
para fragmentos de Fc sialilados a2,6 como es la lectina humana, DC-SIGN expresado en las células dendriticas
humanas (Anthony, et al. Proc Natl Acad Sci USA, 2008, 16 de diciembre, 105 (50): 19571 - 8).

[0024] Por lo tanto, usando las composiciones de proteina de la presente invencion, las composiciones de proteina
gue tienen estructuras de oligosacaridas especificadas, termini, o contenido pueden sintetizarse a través de la
manipulacion de la célula huésped y glicoingenieria, o preparada por tratamiento de purificacion de pre- o post-
proteina, tal como la fracciébn usando cromatografia de afinidad de lectina o tratamientos enzimaticos o
combinaciones de varios métodos. Tales métodos son conocidos por los expertos en la técnica tal como se ensefian
en la presente memoria o pueden desarrollarse usando métodos conocidos en ingenieria genética, enzimologia,
fraccion proteica, y similares. Estas preparaciones se pueden usar para dirigir receptores especificos cuando se
producen en tipos de células, tejidos u 6rganos seleccionados.

[0025] La glicosilacion o hiperglicosilacion de las proteinas aumenta el volumen hidratado de una proteina y puede
afnadir carga negativa debido a la presencia de residuos de acido sialico. Estas alteraciones hacen que las proteinas
estén menos sujetas al aclaramiento mediante filtracion renal. Por lo tanto, ademas de la unién a FcRn como medio
por el cual el fragmento Fc mejora la semivida de la proteina en la circulacion, el aumento de la circunferencia de la
proteina producira un efecto afiadido, siempre que la glicosilacién adicional no reduzca la union a FcRn.

Método de preparacion de las moléculas alteradas qu e contienen Fc

[0026] Los sitios para la glicosilacion adicional se eligieron basandose en el deseo de afiadir glicanos unidos a Asn
sin afectar la estructura o funcion Fc. La estructura de 1IgG4 Fc (1adq) (Corper et al. (1997) Nat Struct Biol. 4: 374) se
analiz6 para identificar sitios potenciales de modificacién. Fueron diana las regiones de lazo del dominio CH3
distante del sitio de unién Fc (gamma) R en la bisagra inferior, y distante del sitio de unién FcRn en la region de
union CH2-CH3. Los bucles 359-TKNQVS-364, 382-ESNGQP-387 y 419-EGNVFS-424 contienen residuos que
parecen ser susceptibles de modificacion. Dentro de estos bucles, los residuos 359, 382 y 419 se identificaron como
sitios atractivos para introducir la glicosilacion basandose en la exposicion a la superficie y basandose en
predicciones de que una sustitucién de Asn con glicosilacion resultante seria estructuralmente compatible. A
continuacion, se cre6 un nimero de motivos de secuencia de N-glicosilacion (NXS/T) para estas posiciones y se
estimé su potencial para la glicosilacion sometiendo las secuencias al servidor NetNGlyc
(www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc). Se eliminaron los motivos con una puntuaciéon de 0,5 o menos. Los motivos
elegidos para la introduccion en las moléculas de ensayo fueron 359NKT y 419NGT (Figura 1). El sitio 382 no se
persiguié debido a la consideracion de que el nuevo glicano puede apuntar en una direccién que interferiria con la
unién de FcRn. Sin embargo, es posible que la introduccién de un sitio de glicosilacion en el residuo 382 hubiera
producido un dominio de Fc completamente funcional.

Modificacion enzimatica de las proteinas que contie  nen Fc

[0027] Un método para preparar una proteina que contiene Fc con la estructura de glicano especifica o el contenido
oligosacarido especificado es mediante el tratamiento de la preparacion de proteina que contiene Fc con una
sacarasa, tal como una fucosidasa o enzima sialidasa, eliminando de este modo los residuos especificos de azucar,
por ejemplo, fucosa o &cidos sidlicos. La adicion de sacaridos a la region Fc también se puede lograr usando
métodos de glicosilacién in vitro.

[0028] Las glicosiltransferasas naturalmente funcionan para sintetizar oligosacaridos. Producen productos
especificos con una excelente geometria estereoquimica y regioquimica. La transferencia de residuos de glicosilo da
lugar a la elongacion o sintesis de un oligo o polisacarido. Se han descrito varios tipos de glicosiltransferasa,
incluyendo sialiltransferasas, fucosiltransferasas, galactosiltransferasas, manosiltransferasas, N-
acetilgalactosaminiltransferasas, N-acetilglucosaminiltransferasas y similares. Las glicosiltransferasas que son utiles
en la presente invencion incluyen, por ejemplo, a-sialiltransferasas, a-glucosiltransferasas, a-galactosiltransferasas,
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a-fucosiltransferasas, = a-manosiltransferasas,  a-xilosiltransferasas,  a-N-acetilhexosaminiltransferasas,  B-
sialiltransferasas, B-glucosiltransferasa, B-galactosiltransferasas, B-fucosiltransferasas, p-manosiltransferasas, B-
xilosiltransferasas, y B-N-acetilhexosaminiltransferasas, tales como los de Neisseria meningitidis, u otras fuentes
bacterianas, y los de rata, ratén, conejo, vaca, cerdo, de insectos y SOU virales ECR y humanos. Preferiblemente, la
glicosiltransferasa es una variante de truncaciéon de la enzima glicosiltransferasa en la que se ha suprimido el
dominio de unién a la membrana. Galactosiltransferasas ejemplares incluyen a(1,3) galactosiltransferasa (EC N°
2.4.1.151, véase, por ejemplo, Dabkowski et al., Transplant Proc 25: 2921 (1993) y Yamamoto et al. Nature 345:
229-233 (1990)) y a(1,4)galactosiltransferasa (EC N° 2.4.1.38). Otras glicosiltransferasas se pueden utilizar, tal como
una sialiltransferasa.

[0029] Una a(2,3)sialiltransferasa, a menudo referida como la sialiltransferasa, se puede utilizar en la produccion de
lactosa de sialilo o estructuras de orden superior. Esta enzima transfiere acido sialico (NeuAc) a partir de CMP-acido
sidlico a un residuo de Gal con la formacién de una vinculacion a entre los dos sacaridos. La unién (enlace) entre los
sacaridos esta entre la posicion 2 de NeuAc y la posicién 3 de Gal. Una a(2,3)sialiltransferasa ejemplar denominada
a(2,3)sialiltransferasa (E C 2.4.99.6) transfiere acido sidlico al terminal no reductor Gal de un disacérido o glicésido
GalpBl — 3Glc. Véase, Van den Eijnden et al., J. Biol. Chem., 256: 3159 (1981), Weinstein et al., J. Biol. Chem., 257:
13845 (1982) y Wen et al., J. Biol. Chem., 267: 21011 (1992). Otra a-2,3- sialiltransferasa ejemplar (EC 2.4.99.4)
transfiere acido sialico a la terminal no reductor Gal del disacarido o glicésido. Véase, Rearick et al., J. Biol. Chem.,
254: 4444 (1979) y Gillespie et al., J. Biol. Chem, 2 67: 21.004 (1992). Enzimas ejemplares adicionales incluyen Gal-
B-1,4- GIcNAc a-2,6 sialiltransferasa (Véase, Kurosawa et al. Eur J. Biochem 219: 375-381 (1994)).

[0030] Otras glucosiltransferasas particularmente Utiles en la preparacion de los oligosacaridos de la invencion son
las manosiltransferasas incluyendo a(1,2)manosiltransferasa, a(1,3)manosiltransferasa, B(1,4)manosiltransferasa,
Dol-P-Man sintasa, OChl y Pmtl. Todavia otras glucosiltransferasas incluyen N-acetilgalactosaminiltransferasas
incluyendo a(1,3)N-acetilgalactosaminiltransferasa, B(1,4)acetilgalactosaminiltransferasas N-(Nagata et al. J. Biol
Chem 267: 12082- 12089 (1992) y Smith et al. J. Biol. Chem. 269: 15162 (1994)) y el polipéptido N-
acetilgalactosaminiltransferasa (Homa et al. J. Biol Ch em. 268: 12609 (1993)). Las N-acetilglucosaminiltransferasas
adecuadas incluyen GnTI (2.4.1.101, Hull y otros, BBRC 176: 608 (1991)), GnTll y GnTIll (Ihara et al., J. Biolchem,
113: 692 (1993)), GnTV (Shoreiban et al. J. Biol. Chem. 268: 15381 (1993)).

[0031] Para aquellas realizaciones en las que el método se ha de practicar a escala comercial, puede ser ventajoso
inmovilizar la glicosiltransferasa sobre un soporte. Esta inmovilizacién facilita la eliminacion de la enzima del lote de
producto y la posterior reutilizacion de la enzima. La inmovilizacion de las glicosil-transferasas puede llevarse a
cabo, por ejemplo, eliminando de la transferasa su dominio de unién a la membrana, y uniendo en su lugar un
dominio de unién a la celulosa. Un experto en la técnica entendera que pueden usarse otros métodos de
inmovilizacion y se describen en la literatura disponible.

Debido a que los sustratos aceptores pueden ser esencialmente cualquier monosacarido u oligosacarido que tenga
un residuo sacarido terminal para el cual la glicosiltransferasa particular exhiba especificidad, el sustrato puede estar
sustituido en la posicion de su extremo no reductor. Por lo tanto, el aceptor de glicésido puede ser un monosacarido,
un oligosacarido, un sacarido marcado fluorescente, o un derivado sacarido, tal como un antibiético aminoglucésido,
un gangliésido o una glicoproteina que incluye anticuerpos y otras proteinas que contienen Fc. En un grupo de
realizaciones preferidas, el aceptador glicésido es un oligosacarido, preferiblemente, GalB(1-3)GIcNAc, GalB(1-
4)GIcNAc, GalB(1-3)GalNAc, Galp(1-4)GalNAc, Man a(1,3)Man, Man a(1,6)Man, o GalNAcB(1-4)-manosa. En una
realizacién preferida particular, el aceptor de oligosacéarido esta unido al dominio de CH2 de una proteina que
contiene Fc.

[0032] El uso de sustrato de azucar activado, es decir, fosfato de azdcar de los nucledsidos, se puede evitar, ya sea
usando una reaccién de regeneracion simultaneamente con la reaccién de glicotransferasa (también conocida como
un sistema de reciclaje). Por ejemplo, como se ensefia en, por ejemplo, la Patente de EE.UU. 6.030.815, un sistema
de reciclado de CMP-acido sidlico utiliza sintetasa de CMP-acido sialico para reponer CMP-acido sialico (CMP-
NeuAc) ya que reacciona con un aceptor de sialiltransferasa en presencia de un a(2,3)sialiltransferasa para formar
sialilo-sacarido. El sistema de regeneracion de CMP-acido sialico util en la invencion comprende monofosfato de
citidina (CMP), un trifosfato de nucleésido (por ejemplo, trifosfato de adenosina (ATP), un donante de fosfato (por
ejemplo, fosfoenolpiruvato o fosfato de acetilo), una quinasa (por ejemplo, quinasa de piruvato o quinasa de etilo)
capaz de transferir el fosfato desde el donador de fosfato de nucledsidos difosfatos y un monofosfato de quinasa
nucleésido (por ejemplo, mioquinasa) capaz de transferir el fosfato terminal desde un nucleésido trifosfato a CMP. La
a(2, 3)sialiltransferasa y sintetasa de CMP-acido sidlico también se pueden ver como parte del sistema de
regeneracién de CMP-acido sidlico como la eliminacion del acido sialico activado sirve para mantener la velocidad
de avance de la sintesis. La sintesis y el uso de compuestos de acido sialico en un procedimiento de sialilacién
utilizando un fagémido que comprende un gen para una enzima de sintetasa de CMP-acido sidlico modificada se
describe en la solicitud internacional WO 92/16640, publicada en el 1 de octubre, 1992.

[0033] Un método alternativo de preparacion de oligosacaridos es mediante el uso de una glicosiltransferasa y
derivados de glicosilo activado como azlcares donantes, obviando la necesidad de nucleétidos de azdcar como
azucares donantes como se describe en la patente de los EE.UU. 5.952.203. Los derivados de glicosilo activado
actilan como suplentes a los sustratos naturales, que son nucleétidos de azlcar caros, generalmente

8



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2622102 T3

difosfoazlcares de nucledtidos o monofosfoazicares de nucleétidos en los que el fosfatado de nucleétidos esta a-
vinculada a la posicién 1 del azucar.

[0034] Derivados de glicésido activados que son (tiles incluyen un grupo saliente activado, tal como, por ejemplo,
fluoro, cloro, bromo, éster de tosilato, éster de mesilato, éster de triflato y similares. Las realizaciones preferidas de
los derivados de glicosido activados incluyen fluoruros de glicosilo y mesilatos de glicosilo, con fluoruros de glicosilo
siendo particularmente preferidos. Entre los fluoruros de glicosilo, fluoruro de a-galactosilo, fluoruro de a-manosilo,
fluoruro de a-glucosilo, fluoruro de a-fucosilo, fluoruro de a-xilosilo, fluoruro de a-sialilo, fluoruro de alfa-N-
acetilglucosaminilo, fluoruro de a-N-acetilgalactosaminilo, fluoruro de B-galactosilo, fluoruro de p-manosilo, fluoruro
de pB-glucosilo, fluoruro de B-fucosilo, fluoruro de pB-xilosilo, fluoruro de beta-sialilo, fluoruro de B-N-
acetilglucosaminiltransferasa y fluoruro de 3-N-acetilgalactosaminilo son los mas preferidos.

[0035] Fluoruros de glicosilo pueden prepararse del aztcar libre, acetilando primero el azlcar y luego tratandola con
HF/piridina. Fluoruros de glicosilo acetilados pueden desprotegerse por reaccion con una base suave (catalitica) en
metanol (por ejemplo, NaOMe/MeOH). Ademas, muchos fluoruros de glicosilo estan disponibles comercialmente.
Otros derivados de glicosilo activados se pueden preparar usando métodos convencionales conocidos por los
expertos en la técnica. Por ejemplo, mesilatos de glicosilo se pueden preparar por tratamiento de la forma
hemiacetal totalmente bencilada del azlcar con cloruro de mesilo, seguido de hidrogenacion catalitica para eliminar
los grupos de bencilo.

[0036] Un componente adicional de la reaccién es una cantidad catalitica de un fosfato de nucledsido o analogo del
mismo. Monofosfatos de nucledsidos que son adecuados para uso en la presente invencion incluyen, por ejemplo,
monofosfato de adenosina (AMP), monofosfato de citidina (CMP), monofosfato de uridina (UMP), monofosfato de
guanosina (GMP), monofosfato de inosina (IMP) y monofosfato de timidina (TMP). Trifosfatos de nucledsido
adecuados para su uso de acuerdo con la presente invencion incluyen trifosfato de adenosina (ATP), trifosfato de
citidina (CTP), trifosfato de uridina (UTP), trifosfato de guanosina (GTP), trifosfato de inosina (ITP) y trifosfato de
timidina (TTP). Un trifosfato de nucleédsido preferido es el UTP. Preferiblemente, el fosfato de nucledsido es un
difosfato de nucleosido, por ejemplo, difosfato de adenosina (ADP), difosfato de citidina (CDP), difosfato de uridina
(UDP), difosfato de guanosina (GDP), difosfato de inosina (IDP) y difosfato de timidina ( TDP). Un difosfato de
nucleésido preferido es UDP. Como se sefialdé anteriormente, la presente invenciéon también puede practicarse con
un analogo de los fosfatos de nucledsidos. Analogos adecuados incluyen, por ejemplo, sulfatos de nucleésidos y
sulfonatos. Todavia otros analogos incluyen fosfatos sencillos, por ejemplo, pirofosfato.

[0037] Un procedimiento para la modificacion de proteinas recombinantes producidas, en, por ejemplo, células
murinas en donde predomina la forma hidroxilada de acido sialico (NGNA), es para el tratamiento de la proteina con
sialidasa, para eliminar NGNA de tipo acido sidlico, seguido de galactosilacion enzimatica usando el agente reactivo,
UDP-Gal y betal, 4 Galtransferasa para producir glicoformas G2 altamente homogéneas. La preparacion puede
entonces, opcionalmente, tratarse con el reactivo de CMP-NANA vy alfa-2,3 sialilotransferasa para dar glicoformas de
G2S2 altamente homogéneas.

[0038] Para los propositos de esta invencion, sustancialmente homogénea para una glicoforma se entendera por
aproximadamente el 85% o mayor de esa glicoforma y, preferiblemente de aproximadamente 95% o mayor de esa
glicoforma.

Proteasas y sensibilidad a la proteasa de los anticu  erpos

[0039] La pepsina es auto-activada y activa a un pH bajo ya que es un componente normal del fluido gastrico
secretado en el lumen del estdmago después de comer. Los bajos niveles del pepsindégeno de enzima precursora se
pueden encontrar en el suero, pero, puesto que la activacion y la actividad son el acido dependiente, no es
fisiolégicamente relevante a los anticuerpos circulantes. La pepsina escinde IgG1l humana entre la leucinazss-
leucinazss en la bisagra inferior. Este sitio de escisién estia aguas abajo desde el centro de bisagra (-C-P-P-C-) que
contiene dos residuos de cisteina que enlazan las dos cadenas pesadas mediante enlaces de disulfuro que crean
una molécula de F(AB’)2 que es bivalente para la union del antigeno.

[0040] La bisagra inferior y comienzo de la region CH2, P-A-P-E-F/L-L-G-G-P-S-V-F (residuos 5-16 de SEQ ID NO: 1
y 2) comprende sitios de escision para matrixmetalloproteinases, MMP-3 y MMP-12. La pepsina y MMP-7 también
escinden en esta region (P-A-P-E-L*L-G). Ademas, un grupo de enzimas fisiol6gicamente relevantes; elastasa de los
neutrofilos (HNE), estromelisina (MMP-3) y la elastasa de macréfagos (MMP-12) escinden IgG en varias posiciones
para generar F(AB')2, sutiimente diferente, Fab y fragmentos de Fc (véase la Tabla 1).

Caracterizacion bioldgica de variantes de glicoform a
[0041] Proteinas que contienen Fc pueden compararse para la funcionalidad por varios ensayos in vitro bien
conocidos. En particular, la afinidad para los miembros de familia FcyRI, FcyRIl, y FcyRIIl de receptores Fcy es de

interés. Estas mediciones se podrian hacer uso de formas solubles recombinantes de los receptores o las formas
asociadas a células de los receptores. Ademas, la afinidad para FcRn, el receptor responsable de la vida media
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prolongada circulante de 1gG, se puede medir, por ejemplo, mediante BlAcore usando FcRn soluble recombinante.
Ensayos funcionales basados en células, tales como ensayos de ADCC y ensayos de CDC, proporciona una vision
de las consecuencias funcionales probables de estructuras variantes particulares. En una realizacion, el ensayo de
ADCC esta configurado para que las células NK sean la célula efectora primaria, reflejando asi los efectos
funcionales sobre el receptor de FcyRIIIA. Ensayos de fagocitosis también se pueden usar para comparar las
funciones efectoras inmunes de diferentes variantes, asi como ensayos que pueden medir las respuestas celulares,
tales como superoéxido o liberacion de mediadores inflamatorios. Modelos in vivo se pueden utilizar ademas de, por
ejemplo, en el caso de la utilizacién de variantes de anticuerpos anti-CD3 para medir la activacion de células T en
ratones, una actividad que depende de los dominios de Fc de acoplamiento de ligandos especificos, tales como Fcy
receptores.

Procesos de produccion de proteinas

[0042] Diferentes procesos implicados en la produccion de proteinas que contienen Fc pueden impactar estructura
de oligosacarido Fc. En un caso, las células huésped que secretan la proteina que contiene Fc se cultivan en
presencia de suero, por ejemplo, suero bovino fetal (FBS) que no se somete previamente a un tratamiento de calor
elevado (por ejemplo, 56°C durante 30 minutos). Esto puede resultar en proteina que contiene Fc que no contiene, 0
contiene cantidades muy bajas de acido sidlico, debido a la presencia natural en el suero de las enzimas de
sialidasa activa que pueden eliminar el acido sialico de las proteinas que contienen Fc secretadas a partir de esas
células. En otra realizacion, las células que secretan la proteina que contiene Fc se cultivan en presencia de suero
gue se sometié a un tratamiento térmico elevado, inactivando de esta manera enzimas de sialidasa, o en ausencia
de suero u otros componentes del medio que pueden contener enzimas de sialidasa, de tal manera que la proteina
gue contiene Fc tiene niveles mas altos 0 mas bajos de glicosilacion o variantes de glicosilacion.

[0043] En otra realizacién, las condiciones usadas para purificar y procesar adicionalmente proteinas que contienen
Fc se establecen que favorecera el contenido de glucano 6ptimo. En una realizacion, las condiciones producen
contenido oligosacarido maximo o minimo o provocan la transformacién del polipéptido que contiene Fc expresado
en una glicoforma predominante. Por ejemplo, al ser el acido sidlico un acido labil, la exposiciéon prolongada a un
entorno de pH bajo, tal como después de la elucién de la proteina de una columna de cromatografia o esfuerzos de
inactivacion viral, puede conducir a una reduccion en el contenido de &cido sialico. En otra realizacion, el material
glicosilado se somete a cromatografia usando un material de soporte inmovilizado por lectina que se unira
selectivamente o retardara el paso de proteinas que muestra sacaridos especificos 0 complejos de oligosacaridos.
En el caso de la columna de lectina inmovilizada, el flujo no vinculante (T, por) o la fraccidon no unida de columna se
pueden separar de la fracciéon unida (B, vinculado), este ultimo recogido mientras que se pasa tampoén de elucién a
través de la columna. También puede ser posible recoger por separado una fraccion débilmente unida o la fraccion
de columna retardada (R, retrasado), por ejemplo, mediante la recopilacion de Fc que contiene proteina que eluye
durante continuo lavado de la columna con el tamp6n de muestra original. Los ejemplos de lectinas que pueden
enriquecer para las proteinas que contienen Fc sialiladas o asialiladas son la lectina de Maackia amurensis (MAA),
gue vincula especificamente oligosacaridos con acido sidlico terminal, y la aglutinina de germen de trigo de lectina
(WGA), que vincula especificamente oligosacaridos con cualquiera del acido sialico terminal o N-acetilglucosamina
terminal (Glc-NAc). Otro ejemplo es la Ricina | de lectina (RCA), que une oligosacaridos con galactosa terminal. En
el ultimo ejemplo, la fraccién de flujo pasante no vinculante puede enriquecerse para moléculas que contienen Fc
sialilada. Otras lectinas conocidas en la técnica incluyen las proporcionadas por los laboratorios Vector y los
laboratorios EY.

Seleccion de célula huesped o ingenieria de célulah  uésped

[0044] Tal como se describe en el presente documento, la célula hospedadora elegida para la expresién de la
proteina que contiene Fc recombinante o anticuerpo monoclonal es un contribuyente importante a la composicion
final, incluyendo, sin limitacién, la variacion en la composicién de las fracciones de oligosacaridos que decoran la
proteina en el dominio de inmunoglobulina CH2. Asi, un aspecto de la invencion implica la seleccion de células
huésped apropiadas para el uso y/o desarrollo de una célula de produccién que expresa la proteina terapéutica
deseada.

[0045] En una realizacion en la que se disminuye el contenido de acido sialico del anticuerpo o de fusién de Fc, la
célula huésped es una célula que es naturalmente deficiente o carente de sialiltransferasas. En otra realizacion, la
célula huésped se modifica genéticamente para estar desprovista de sialiltransferasas. En una realizacion adicional,
la célula huésped es una linea celular huésped derivada seleccionada para expresar niveles reducidos o
indetectables de sialiltransferasas. En aun otra realizacion, la célula huésped esta naturalmente desprovista de, o se
modifica genéticamente para estar desprovista de la sintetasa de CMP-acido sialico, la enzima que cataliza la
formacion de acido sialico CMP, que es la fuente de acido sidlico utilizado por sialiltransferasa para transferir acido
sidlico al anticuerpo. En una realizacion relacionada, la célula huésped puede estar naturalmente desprovista de, o
esta modificada genéticamente para estar desprovista de la sintetasa de acido pirdvico, la enzima que forma acido
sidlico a partir de acido piravico.

[0046] En una realizacion adicional, la célula huésped puede estar naturalmente desprovista de, o esta modificada
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genéticamente para estar desprovista de galactosiltransferasas, de manera que los anticuerpos expresados en
dichas células carecen de galactosa. Sin galactosa, no se adjuntara acido sialico. En una realizacidon separada, la
célula huésped puede, naturalmente, sobreexpresar, o ser modificada genéticamente para sobreexpresar una
enzima de sialidasa que elimina el acido sialico de los anticuerpos durante la produccion. Tal enzima de sialidasa
puede actuar intracelularmente en anticuerpos antes de que los anticuerpos se secreten en el medio de cultivo y
actuar sobre los anticuerpos que ya han sido secretados en el medio y puede contener ademas una galactasa.
Métodos de seleccion de lineas celulares con glicosilasas alteradas y que expresan glicoproteinas con
composiciones de carbohidratos alterados han sido descritos (Ripka y Stanley, 1986. Células Somaticas Mol Gen
12: 51-62; US2004/0132140). Métodos de células huésped de ingenieria para producir anticuerpos con patrones de
glicosilacion alterados resultantes en una ADCC mejorada se han ensefiado en, por ejemplo, la patente de los
EE.UU. 6.602.864, en la que las células huésped albergan un &cido nucleico que codifica al menos una
glicosiltransferasa que modifica glicoproteina, especificamente 8 (1,4)-N-acetilglucosaminiltranferasa Ill (GnTIII).

[0047] Otros enfoques para la ingenieria genética de las propiedades de glicosilacion de una célula huésped
mediante la manipulacion de la glicosiltransferasa de célula huésped implica la eliminacion o supresion de la
actividad, como se ensefia en EP1,176,195, especificamente, alfal,6 fucosiltransferasa (producto génico FUT8). Se
conoceria por un experto en la técnica como poner en préactica los métodos de la ingenieria de la célula huésped en
condiciones diferentes de los ejemplos especificos citados anteriormente. Ademas, la célula huésped de ingenieria
puede ser de origen mamifero o puede seleccionarse de COS-1, COS-7, HEK293, BHK21, CHO, BSC-1, Hep G2,
653, SP2/0, 293, HelLa, mieloma, linfoma, levadura, insecto o células vegetales, o cualquier célula derivada,
inmortalizada o transformada del mismo.

[0048] En oftra realizacion, el método de suprimir o eliminar la actividad de la enzima necesaria para fijacion de
oligosacarido puede seleccionarse del grupo que consiste de silenciamiento de genes, tal como mediante el uso de
siRNA, genético knock-out, o la adicién de un inhibidor de la enzima, tal como por co-expresion de un anticuerpo
intracelular o péptido especifico para la enzima que se une y bloquea su actividad enzimatica, y otras técnicas de
ingenieria genética conocidas. En otra realizacion, un método para mejorar la expresion o la actividad de una enzima
gue bloquea sacarido de fijacion, o una enzima sacaridasa que elimina los azlcares que ya estan unidos, pueden
seleccionarse de entre el grupo constituido por: transfecciones con genes de enzimas recombinantes, transfecciones
de factores de transcripcion que mejoran la sintesis de ARN de la enzima, y las modificaciones genéticas que
mejoran la estabilidad del ARN de enzima, todo lo cual lleva a una mayor actividad de las enzimas, tales como
sialidasas, que resultan en niveles mas bajos de acido sialico en el producto purificado. En otra realizacion, los
inhibidores enzimaticos especificos se pueden afiadir al medio de cultivo celular. Alternativamente, la célula huésped
se puede seleccionar de una especie u organismo incapaz de polipéptidos de glicosilacion, por ejemplo, una célula
procariota o un organismo, y de la natural o construida E. coli spp, Klebsiella spp., 0 Pseudomonas spp.

Anticuerpos

[0049] Un anticuerpo descrito en esta solicitud puede incluir o derivarse de cualquier mamifero, tal como, pero no
limitado a, un ser humano, un ratén, un conejo, una rata, un roedor, un primate, una cabra, o cualquier combinacion
del mismo e incluye aislado humano, primate, roedor, mamifero, quiméricos, anticuerpos humanizados y/o injertados
con CDR, inmunoglobulinas, productos de escisién y otras porciones especificadas y variantes de las mismas.

[0050] Los anticuerpos, proteinas que comprenden Fc, o fragmentos de Fc descritos en este documento se pueden
derivar de varias maneras bien conocidas en la técnica. En un aspecto, los anticuerpos se obtienen
convenientemente a partir de hibridomas preparados por inmunizacion de un ratén u otro animal con los péptidos
diana, células o extractos de tejidos. Los anticuerpos asi se pueden obtener usando cualquiera de las técnicas de
hibridoma bien conocidas en la técnica, véase, por ejemplo, Ausubel, et al., Ed., Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, NY (1987 -2001); Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 22 edicion, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989); Harlow y Lane, anticuerpos, a Laboratory Manual, Cold
Spring Harbor, Nueva York (1989); Colligan, et al., eds, Current Protocols in Immunology, John Wiley & Sons, Inc.,
Nueva York (1994-2001); Colligan et al., Current Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, Nueva York, NY,
(1997-2001).

[0051] Los anticuerpos o proteinas de fusibn Fc o componentes y dominios de los mismos también pueden
obtenerse a partir de la seleccion de bibliotecas de tales dominios o componentes, por ejemplo, una biblioteca de
fagos. Una biblioteca de fagos puede ser creada mediante la insercion de una biblioteca de oligonucledétidos
aleatorios o una biblioteca de polinucleétidos que contienen secuencias de interés, tales como a partir de las células
B de un animal inmunizado o humano (Smith, G.P. 1985. Science 228: 1315-1317). Bibliotecas de fagos de
anticuerpos contienen pares de regiéon de cadena variable pesada (H) y ligera (L) en un fago que permiten la
expresion de fragmentos Fv de cadena Unica o fragmentos Fab (Hoogenboom, et al. 2000, Immunol. Today 21(8)
371-8). La diversidad de una biblioteca de fagémidos puede manipularse para aumentar y/o alterar las
inmunoespecificidades de los anticuerpos monoclonales de la biblioteca para producir y posteriormente identificar
anticuerpos adicionales, deseables, humanos monoclonales. Por ejemplo, la molécula de inmunoglobulina de
cadena pesada (H) y ligera (L) que codifican genes pueden mezclarse al azar (barajado) para crear nuevos pares de
HL en una molécula de inmunoglobulina ensamblada. Ademas, cualquiera 0 ambos de los genes de codificacion de
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cadena H y L pueden mutagenizarse en una regién determinante de la complementariedad (CDR) de la regién
variable del polipéptido de inmunoglobulina, y posteriormente examinarse para capacidades de afinidad y
neutralizacion deseables. Bibliotecas de anticuerpos también pueden crearse sintéticamente mediante la seleccion
de una o mas secuencias de marco humanas y la introduccion de colecciones de casetes de CDR derivadas de
repertorios de anticuerpos humanos o mediante la variacion disefiada (Kretzschmar y von Ruden 2000, Current
Opinion in Biotechnology, 13: 598-602). Las posiciones de diversidad no se limitan a CDR, pero también pueden
incluir los segmentos de marco de las regiones variables o pueden incluir otras que regiones variables de
anticuerpos, tales como péptidos. Otras bibliotecas de componentes de unién a diana que puede incluir otras que las
regiones variables de anticuerpos son de presentacién en ribosomas, presentacion en levadura, y muestras
bacterianas. Presentacion en ribosomas es un método de la traduccion de ARNm en sus proteinas cognadas,
manteniendo la proteina unida a la ARN. La secuencia de codificacion de acido nucleico se recupera por RT-PCR
(Mattheakis, LC et al. 1994. Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 91, 9022). La presentacion en levadura se basa en la
construccion de proteinas de fusion del receptor de adhesién de levadura alfa aglutinina asociada a membrana,
agal y aga2, una parte del sistema de tipo de apareamiento (Broder, et al. 1997. Nature Biotechnology, 15: 553-7).
La presentacion bacteriana se basa en la fusion de la diana a las proteinas bacterianas exportadas que se asocian
con la membrana celular o pared celular (Chen y Georgiou 2002. Biotechnol Bioeng, 79: 496-503). En comparacién
con la tecnologia de hibridoma, fago y otros métodos de presentacion de anticuerpos dan la posibilidad de manipular
la seleccién contra el antigeno diana in vitro y sin la limitacion de la posibilidad de efectos de acogida en el antigeno
0 viceversa.

[0052] En la presente memoria también se describen acidos nucleicos que codifican las composiciones como
polinucleétidos aislados o como porciones de los vectores de expresion que incluyen vectores compatibles con la
expresion procariota, eucariota o filamentosa de fago, de la secrecion y/o la visualizacion de las composiciones o
mutagenos dirigidos de los mismos.

Uso de las moléculas que contienen Fc

[0053] Las composiciones (anticuerpo, fusiones Fc, fragmentos de Fc) generadas por cualquiera de los métodos
descritos anteriormente pueden usarse para diagnosticar, tratar, detectar o modular la enfermedad humana o
patologias especificas en las células, tejidos, 6rganos, fluido, o, generalmente, una huesped. Tal como se describe
en el presente documento, la modificacion de la glicosilacion de la porcion Fc de un anticuerpo, proteina de fusion de
Fc, o un fragmento de Fc para resistir la digestion proteolitica por proteasas conocidas por estar presentes en un
fluido, compartimiento, tejido u érgano que es el objetivo del tratamiento puede utilizarse para producir moléculas
terapéuticas; estas moléculas pueden conservar sus propiedades de direccionamiento originales y seran menos
propensas a la degradacién por estas proteasas.

[0054] La proteasa, la actividad de escision de la cual se ha de resistir, se selecciona entre el grupo constituido por
pepsina, plasmina, tripsina, quimotripsina, una metaloproteinasa de matriz, una endopeptidasa de serina, y una
proteasa de cisteina, que surge desde la huesped o un patdgeno que puede ser un parasito, una bacteria o un virus.
En una realizacion especifica, la proteasa es una metaloproteinasa de matriz seleccionada del grupo que consiste
de la gelatinasa A (MMP2, gelatinasa B (MMP-9), la metaloproteinasa de matriz 7 (MMP-7), estromelisina (MMP-3),
y macréfagos de elastasa (MMP-12). Las modificaciones para alteracion de la glicosilacion de la porcion de Fc de la
molécula o molécula de Fc (usando la numeracion de la UE), se pueden seleccionar de la eliminacion de un sitio de
glicosilacion en el dominio de CH2 (sustitucién de Asn 297), adicién de un sitio de glicosilacion ligada a N en el
dominio CHS3 sustituyendo un Asn en 359 y un Thr en 361, la adicion de un sitio de glicosilacién ligada a N en el
dominio CH3 sustituyendo un Asn en 382 y un Thr en 384, y la adicién de un sitio de glicosilacién ligada a N en el
dominio CH3 sustituyendo un Asn en 419 y un Thr en 421. Se espera que la adicién de sitios de glicosilacién al
dominio CH3 aumente el volumen de hidratacién de la molécula resultante y aumente la persistencia en el cuerpo .

[0055] Las enfermedades o patologias que pueden ser susceptibles de tratamiento usando una composicion
proporcionada por la invencién incluyen, pero no se limitan a: cancer o enfermedad proliferativa, enfermedades
inflamatorias 0 reumaticas, trastornos autoinmunes, trastornos neurolégicos, fibrosis, enfermedad cardiovascular,
dermatoldgica y las enfermedades infecciosas, y las condiciones resultantes de quemaduras o lesiones.

[0056] EI cancer o trastornos proliferativos que son susceptibles de tratamiento con las composiciones de la
invencion se seleccionan entre tumores solidos, tumores metastasicos, tumores liquidos, y tumores benignos, tales
como linfomas, linfoblastica o leucemia mielégena, (ALL), células B, células T o FAB ALL, leucemia mieloide aguda
(AML), leucemia mielocitica crénica (LMC), leucemia linfocitica crénica (CLL), leucemia de células pilosas, sindrome
mielodiplastico (MDS), una enfermedad linfoproliferativa, enfermedad de Hodgkin, enfermedad de Castleman, una
linfoma maligna, linfoma no Hodgkin, linfoma de Burkitt, mieloma mudltiple, sarcoma de Kaposi, carcinoma colorrectal,
carcinoma pancreatico, carcinoma de células renales, cancer de mama, carcinoma nasofaringeo, histiocitosis
maligna, adenocarcinomas, carcinomas de células escamosas, sarcomas, melanoma maligno, especialmente
melanoma metastasico, y hemangioma.

[0057] Enfermedades inflamatorias o mediadas por el sistema inmune que son susceptibles de tratamiento con las
composiciones de la invencién se seleccionan de artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, inicio sistémico
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artritis reumatoide juvenil, psoriasis, artritis psoriasica, espondilitis anquilosante, Glcera gastrica, artropatias y placa
artroscopica, osteoartritis, enfermedad inflamatoria intestinal, colitis ulcerosa, lupus eritematoso sistémico, sindrome
antifosfolipido, uveitis, neuritis dptica, fibrosis pulmonar idiopatica, vasculitis sistémica, granulomatosis, sarcoidosis,
orquitis, enfermedades alérgica y at6pica, asma y asma atopico de Wegener, rinitis alérgica, eczema, dermatitis de
contacto alérgico, conjuntivitis alérgica, neumonitis por hipersensibilidad, rechazo de trasplante de 6rganos,
enfermedad de injerto contra huésped, y sindrome de respuesta inflamatoria sistémica.

[0058] Otras enfermedades o condiciones que son susceptibles de tratamiento con las composiciones de la
invencion son el pénfigo, esclerodermia, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, infecciones de bacterias gram
positivas 0 gram negativos, infecciones viricas tales como la gripe y el VIH, la infecciéon por parasitos tales como
malaria o la leishmaniasis, la lepra, la encefalitis, la candidiasis, la amiloidosis, enfermedad de Alzheimer, infarto de
miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva, accidente cerebrovascular, accidente cerebrovascular isquémico y
hemorragia.

[0059] Tal como se especifica ejemplarmente en este documento, la adicién de un glicano N-ligado en el dominio
CH3 de una region Fc (mediante la sustitucion de un residuo Asn en 359 y un residuo de Thr en 361 (numeracién
UE)) un compuesto que es una de proteina péptido de fusion de Fc se hace menos sensible a una metaloproteinasa
de matriz (MMP-3) y una endopeptidasa de serina (NE), mientras que se mantiene la afinidad de unién a FcRn de la
molécula y la actividad ADCC/CDC.

[0060] Mientras que se ha descrito la invencion en términos generales, las realizaciones de la invencion se
describiran adicionalmente en los siguientes ejemplos que no deben interpretarse como limitantes del alcance de las
reivindicaciones.

EJEMPLO 1. CONSTRUCCION DE VARIANTES DE GLICOSILACION FC

[0061] La experimentacion se realizd sobre la fusion Fc EMP-1 (CNTO530) descrita como un constructo EPO
MIMETIBODY™ (fusién Fc) en la patente de los EE.UU. 7.393.662 (SEQ ID NO: 88) y un constructo GLP-1
MIMETIBODY™ (fusion Fc) (CNTO736) descrito en el documento WO/05097175. Ambas construcciones contienen
una region Fc derivada de un anticuerpo de IgG4 humana como se muestra en la Fig. 1.

Variantes CNTO 530

[0062] EIl plasmido que codifica CNTO530, p2630, se usé como material de partida para preparar NEM2631
utilizando métodos estandar de PCR y de clonacién recombinantes. Para introducir las sustituciones T359N/N361T
en constructo EPO MIMETIBODY™ CNTO 530, un fragmento de restriccion de codificacion de CH3 se aislé de
plasmido p3051 de NEM 2631 T359N/N361T y se clond en el lugar del fragmento correspondiente en CNTO 530
codificador de plasmido p2630. El plasmido resultante, P3201, codificd la proteina CNTO 530 T359N/N361T,
denominada en este documento CNTO 5303 (véase la Figura 2 y Tabla 1).

[0063] Para preparar una variante CNTO 530 que tiene las mismas sustituciones T359N/N361T pero que carecen de
la glicosilacién de Fc nativa en la posicién 297, la porcion apropiada del plasmido P3201 se amplificé por PCR con
los oligonucleétidos mutagénicos y se clond para resultar en una sustitucién de codén T299N (es decir, se ha
cambiado de 207NST200 @ 207NSN299). El pldsmido resultante era p3576 que codifica la proteina CNTO 530
T359N/N361T/T299N, denominado en el presente documento CNTO 5304.

Variantes CNTO 736

[0064] Para introducir las sustituciones de T359N/N361T en CNTO 736, un fragmento de restriccion de codificacion
de CH3 se aislé de NEM 2631 T359N/p3051 plasmido N361T y se cloné en el lugar del fragmento correspondiente
en plasmido p2538 que codifica CNTO 736. El plasmido resultante era p3349 que codifica CNTO 736 T359N/N361T,
denominado en el presente documento CNTO 7363 (Tabla 1).

[0065] Para preparar una variante CNTO 736 que tiene las mismas sustituciones T359N/N361T pero que carecen de
la glicosilacion de Fc nativa en la posicién 297, la porcién apropiada del plasmido p3349 se amplifico por PCR y se
clono para resultar en una sustitucion de codon de T299N. El plasmido resultante era p3577 que codifica la proteina
CNTO 736 T359N/Ne361T/T299N, denominado en el presente documento CNTO 7364.
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Tabla 1.

Plasmido [Cédigo Descripcion Anfitrion |Cédigo mg/L*
p3201 CNTO 5303 CNTO 530 T359N/N361T CHO | C1514A 28
p3576 CNTO 5304 CNTO 530 T359N/N361T/T299N NSO C1670A 20
p3349 CNTO 7363 CNTO 736 T359N/N361T NSO C1528A | 5-8
p3577 CNTO 7364 CNTO 736 T359N/N361T/T299N NSO C1671A | 5-8

* niveles de produccion observados a partir de células transfectadas

Expresion y purificacion. Células CHO-K1SV (C1013A) fueron transfectadas de forma estable con el plasmido P3201
codificador de CNTO 5303, resultando en el aislamiento de linea celular C1514A productora de CNTO 5303. Células
de raton NSO se transfectaron de forma estable con los plasmidos descritos anteriormente que codifican CNTO
5304, CNTO 7363, y CNTO 7364, resultando en el aislamiento de lineas celulares transfectadas C1670A, C1528A, y
C1671A, respectivamente (Tabla 1). Todos las cuatro variantes de constructo MIMETIBODY™ se purificaron a partir
del sobrenadante de células transfectadas por cromatografia de proteina estandar A. Dado que la proteina Ay FcRn
se unen ambos en la unién CH2-CH3 del dominio de Fc, la purificacién con éxito utilizando columnas de proteina A
sugirié que los nuevos sitios de glicosilacion pueden no afectar a la unién a FcRn (véase abajo).

Ejemplo 2. CARACTERIZACION DE VARIANTES DE GLICOSILACION D E Fc

[0066] Una serie de pruebas de bioactividad, analiticas, y biofisicas se realizaron en las construcciones expresadas
del Ejemplo 1.

[0067] Los analisis MALDI-TOF-MS se realizaron para caracterizar las estructuras de glicano de las variantes de
constructo MIMETIBODY™ y para establecer lo proporcién de las cadenas pesadas se glicosilaron en el nuevo sitio.

[0068] Los andlisis MALDI-TOF-MS de constructos MIMETIBODY™ intactos indicé que las muestras de CNTO
5303, CNTO 5304, CNTO 7363, y CNTO 7364 eran 75 - 95% ocupados con glicano en el nuevo sitio. El analisis de
glicanos de estas muestras mostré que eran mas heterogéneos que glicanos de constructo de CNTO 530 y CNTO
736 MIMETIBODY™, con glicanos en la posicion 359 que contienen estructuras bi-, tri- y tetra-antenarias. Los
glicanos nativos Fc en la posicién 297 en CNTO 5303 y CNTO 7363 eran de las mismas estructuras que los glicanos
de Fc nativo en CNTO 530 y CNTO 736, respectivamente, siendo la Gnica diferencia observada una galactosilacién
algo mayor en el constructo de MIMETIBODY™ original (por ejemplo, alrededor de 50% GO para CNTO 530 v.
aproximadamente 70% para CNTO 5303).

Tamaiio y movilidad se analiz6 mediante SDS-PAGE

[0069] CNTO 530, CNTO 5303, y CNTO 5304 purificadadas se analizaron por SDS-PAGE mediante la carga de 1
ug/carril en un gel de gradiente de 4-12% de 1,0 mm de espesor BisTris bajo condiciones no reductoras, y
ejecutando el fraccionamiento en tampoén de ejecucion MOPS SDS a 200 V durante 50 min. El gel se tifio con
coomassie G250 (SimplyBlue Safe Stain, Invitrogen), y las imagenes resultantes capturadas utilizando un sistema de
imagen Alphalmager 2200 (Alpha Innotech) (Fig. 4).

[0070] Las migraciones observadas en el gel SDS estaban en linea con las expectativas, es decir, CNTO 5303 con
un total de 4 sitios de N-glicosilacion migraron mas lentamente, el peso molecular aparente aumenté en 3-4 kDa,
que CNTO 530 y CNTO 5304 con 2 sitios de N-glicosilacion. CNTO 5304 parecié migrar mas lentamente que CNTO
530 a pesar de tener el mismo nimero de sitios de glicosilacion. Esto se debe al nuevo sitio de glicosilacion en
CNTO 5304 que tiene, con respecto a la glicosilacién nativa en CNTO 530, un mayor nivel de galactosilacion y
sialilacion, asi como mas estructuras tri-antenarias y tetra-antenarias. Las estimaciones de peso molecular son 57,5,
61,5, y 59,5 kDa para CNTO 530, CNTO 5303, y CNTO 5304, respectivamente.

Bioactividad evaluada por andlisis de unién a FcRn.

[0071] Al ser uno de los factores en la eleccién de dénde introducir la nueva glicosilacion un deseo de evitar la
region de union FcRn, la unién a FcRn por CNTO 5303 se compar6 con CNTO 530 usando AlphaScreen. Las dos
muestras de constructo MIMETIBODY™ se dializaron primero durante la noche a 4°C en tampdn de ensayo de pH
6,0 (0,05M de MES, 0,025% de BSA, 0,001% de Tween 20, pH 6,0) usando las unidades de dialisis Slide-A-Lyzer
MINI (10K MWCO; Thermo Scientific (Pierce)) segin las instrucciones del paquete. Las concentraciones de
anticuerpo se determinaron por DOzgo. L0s siguientes componentes fueron co-incubados en una placa de ensayo de
poliestireno blanco, de fondo plano, de 96 pocillos, de media area y no vinculante, con la mezcla durante 1 hora a
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temperatura ambiente: IgG1 mAb biotinilada humana (CNTO 6234; concentracion final de 4 pg/ml), las muestras de
ensayo diluidas en serie, FcCRn humana etiquetada por polihistidina (concentracion final de 8 ug/ml), perlas aceptoras
de quelato de niquel AlphaScreen (concentracion final de 100 pg/ml), y perlas donantes recubiertas con
estreptavidina AlphaScreen (dilucion final de 1: 250). Todos los materiales se diluyeron usando tampén de ensayo
como se describe anteriormente. Después de la incubacion, las placas se leyeron en el instrumento EnVision usando
el protocolo AlphaScreen. Los resultados (Fig. 5) mostraron que FcRn vinculado por CNTO 5303 con una afinidad
similar (Ko solamente 2 veces méas débil que CNTO 530), indicando que la vinculacion de FcRn se conservé en
CNTO 5303.

Evaluacién de la sensibilidad de proteasa.

[0072] Las moléculas de MIMETIBODY™ purificadas se evaluaron a continuacion por su sensibilidad con respecto a
dos proteasas humanas, metaloproteinasa-3 de matriz recombinante (MMP-3) y la elastasa de neutréfilos (NE). La
MMP-3, que se cree que se escinde después de la secuencia de 223SCPAP en la bisagra inferior, se habia
preparado a Centocor por expresion transitoria en células HEK como pro-MMP-3 etiquetada por poliHis, purificacion
por columna de afinidad Talon, y congelado en partes alicuotas. NE humana, que normalmente escinde
principalmente después de la secuencia de bisagra superior 220CDKT, pero también puede escindir en un sitio
secundario en la bisagra inferior (véase mas adelante), se obtuvo de Athens Research and Technologies (Athens,
GA).

Sensibilidad de la proteasa

[0073] MMP-3. MMP-3 congelada se descongeld, y después se activa por incubacién a 55°C durante 25 minutos
antes de realizar digestiones de MMP-3. Muestras de constructo MIMETIBODY™ purificadas al ~ 1 mg/ml se
trataron a 37°C con MMP3 activado (1:50, en peso) en 20 mM de tampén de Tris-HCI, pH 7,0, que contiene cloruro
célcico de 2 mM. Alicuotas ( ~ 2 pl) se retiraron a intervalos fijos de tiempo (0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 horas) y se
mezclaron inmediatamente con 2 ul de solucién de matriz (solucion matriz se prepar6 disolviendo 10 de mg acido
sinapico en 1,0 ml 50% de acetonitrilo en agua que contiene acido trifluoroacético al 0,1%). Dos ul de esta solucién
se carg6 en la placa diana MALDI y se dej6 secar al aire antes del andlisis de espectrometria de masas descrito a
continuacion.

[0074] Elastasa de neutréfilos. Debido a que las partes de péptido N-terminales de los constructos de
MIMETIBODY™ eran extremadamente sensibles a la digestion NE (complicando asi cuantificaciones de moléculas
intactas e interfiriendo con el foco en la resistencia de la bisagra-Fc), y debido a que se observd que un sitio de
escisién NE secundario existia en algun lugar en la parte inferior la region bisagra, especialmente en las IgG no
glicosiladas, fragmentos de Fc generados por papaina se prepararon primero de cada muestra de constructo de
MIMETIBODY™. Esos fragmentos de Fc de cada constructo de MIMETIBODY™, mientras que estaban a una
concentracion de ~ 1 mg/ml, se trataron a 37°C con NE (1:50, en peso) en 20 mM de tampdn de Tris-HCI, pH 7,0.
Alicuotas ( ~ 2 pl) fueron retiradas a intervalos fijos de tiempo (0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 horas) y se mezclaron
inmediatamente con 2 ul de solucion de matriz (la solucién de matriz se preparé por disoluciéon de 10 mg de acido
sinapico en 1,0 ml 50% de acetonitrilo en agua que contiene acido trifluoroacético al 0,1%). Dos pl de esta solucién
se cargo en la placa diana MALDI y se dejé secar al aire antes del analisis espec. de masa.

[0075] Los fragmentos de IgG e IgG en la digestion proteolitica se analizaron mediante analysis MALDI-TOF-MS.
Los analisis MALDI-TOF-MS se llevaron a cabo utilizando una estacion de trabajo Voyager DE Biospectrometry
(Applied Biosystems, Foster City, CA) en modo de ién lineal o de reflectron positivo ([M + H]*) con extraccion
retardada. El instrumento se calibr6 externamente con un kit de calibracion de proteina (Sigma). Los resultados
mostraron que la presencia de N-glicosilacion en Asn359 confirié claramente mayor resistencia tanto a la MMP-3
(Figuras 5A, 5C, 5E) como NE (Figuras 5B, 5D, 5F), dos proteasas que escinden estos sustratos en la region
bisagra inferior. Después de una incubacién de 8 horas con MMP-3, menos de 20% de CNTO 530 originales
permanecieron intactas, mientras que mas del 60% de CNTO 5303 permanecio intacta. Se observaron resultados
similares con CNTO 7363 y CNTO 736. Después de una incubacion de 8 horas con NE, menos del 10% de CNTO
530 Fc estaba intacto, mientras que el 50% de CNTO 5303 Fc estaba intacta - y resultados similares se observaron
de nuevo con fragmentos de Fc de CNTO 7363 y CNTO 736. Las variantes CNTO 5304 y CNTO 7364 que tenian la
nueva glicosilacion en la posicion 359, pero carecian de la glicosilacion Fc nativa en 297 mostraron sensibilidad
intermedia a MMP-3 (Figura 5E), pero sensibilidad marcadamente mayor a la NE (Figura 5F). Queda por determinar
en qué medida la sensibilidad NE estd directamente influenciada por la falta de glicosilacién Fc nativa o
indirectamente por el plegado incorrecto resultante del dominio de Fc superior en ausencia de glicosilacién nativa.
Debido a que tanto MMP-3 como NE se escinden en el entorno de la regién bisagra de constructo MIMETIBODY™,
el nuevo sitio de glicosilacién introducido lejos de los sitios de escisién (véase la Figura 2) aparentemente tiene
efectos alostéricos en la conformacion de proteinas, como se observa con algunas sustituciones de aminoacidos.
Sin embargo, no se puede descartar que sustituciones T359N o N361T podrian dar lugar a tal efecto alostérico.

EJEMPLO 3. COMPORTAMIENTO IN VIVO DE LAS VARIANTES DE GLICOSILAC ION Fc

[0076] En este estudio, la farmacocinética de las variantes de glicosilacion de CNTO530 se compararon en ratones.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2622102 T3

Ratones Balb/c femeninos sanos normales, 8-12 semanas de edad (aproximadamente 18-22 g) de Charles Rivers
Laboratories (Raleigh, NC) fueron aleatorizados en peso y alojados en grupo (4 ratones/jaula) en jaulas de plastico
de filtro en la parte superior y se les suministr6 comida comercial para roedores y agua acidificada ad lib. Los
ratones (4 por articulo de ensayo) se inyectaron por via intraperitoneal con una dosis de 10 ml/kg de cualquiera de
CNTO 530 o CNTO 5303 formulada en PBS de Dulbecco a 0,1 mg/ml a fin de lograr una dosis de 1 mg/kg.

[0077] Se recogieron muestras de sangre en los dias 2, 7, 16, 26, y 35 por sangrados retro-orbitales de serie de
cada ratdn anestesiado por CO2 durante los primeros 26 dias. Muestras de sangre terminales se recogieron en el dia
35 mediante puncion cardiaca de ratones anestesiados por CO2. Todas las muestras fueron marcadas en relacién
con el animal del que se deriva de modo que los analisis de transcurso de tiempo podrian llevarse a cabo en cada
animal individual.

[0078] Se permitié que todas las muestras de sangre se mantuvieran en reposo a temperatura ambiente durante al
menos 30 minutos, pero no mas de 1 hora, se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 minutos y el suero se separo.
Las muestras de suero se almacenaron a -20°C hasta el final del estudio, momento en el que se analizaron en
conjunto todas las muestras.

[0079] Se analizaron muestras de suero de todos los ratones para Fc humano por una ELISA estandar que implica
el revestimiento de placas EIA de 96 pocillos con el fragmento IgG Fc anti-humano de cabra policlonal, incubando
diluciones variables de las muestras de suero, y detectando IgG humana vinculada con IgG anti-humana de cabra
policlonal conjugada por HRP seguida de la adicion de los sustratos de color apropiados. Cantidades tituladas de
articulo de prueba disparadas en sueros normales fueron utilizadas para establecer una curva estandar para los
propésitos de cuantificacion.

[0080] Las concentraciones de Fc humana determinadas para cada muestra de suero se normalizaron a los niveles
séricos de dia 2 y se representaron. Los resultados revelaron que el perfil farmacocinético de la variante de
glicosilacion CNTO 5303 era esencialmente indistinguible de la de CNTO 530, lo que indica que los nuevos glicanos
no tenian un efecto perjudicial sobre la vida media en ratones normales sanos (Fig. 7).
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Reivindicaciones

1. Una molécula que contiene Fc que comprende una secuencia de aminoacido de dominio Fc de anticuerpo
modificado con los sitios de N-glicosilacion en los extremos de las estructuras de bucle en el dominio CH3, en el que
la molécula que contiene Fc ha aumentado la resistencia a la proteasa, en comparacion con las moléculas que
contienen Fc que tiene la secuencia de aminoacidos de dominio de Fc de anticuerpo no modificado analogo.

2. La molécula que contiene Fc de la reivindicacion 1, en la que:

(i) el dominio de Fc es de cualquiera de una molécula IgG1, 19G2, IgG3, y IgG4; o
(i) la molécula que contiene Fc es un anticuerpo o proteina de fusion Fc.

3. La molécula que contiene Fc de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en la que la proteasa se selecciona de
entre el grupo constituido por pepsina, plasmina, tripsina, quimotripsina, una metaloproteinasa de matriz, una
endopeptidasa de serina, y una proteasa de cisteina, opcionalmente en la que la proteasa es una matriz de
metaloproteinasa seleccionada del grupo que consiste de la gelatinasa A (MMP2), gelatinasa B (MMP-9),
metaloproteinasa de matriz 7 (MMP-7), estromelisina (MMP-3), y elastasa de macréfagos (MMP-12).

4. La molécula que contiene Fc de cualquier reivindicacion precedente, en la que el dominio de Fc exhibe sitios de
N-glicosilacién correlativos a la numeracién de UE en al menos uno de los residuos 359, 382, y 419.

5. La molécula que contiene Fc de la reivindicacion 4, en donde:

(i) el dominio de Fc exhibe sitios de N-glicosilacién correlativos a la numeracion de UE en los residuos 359, 382,
y 419 del dominio de Fc; o

(i) el dominio de Fc exhibe sitios de N-glicosilacién correlativos a la numeracién de UE en los residuos 359, 382,
y 419 del dominio de Fc, y un sitio de N-glicosilacién en el residuo 297 del dominio de Fc se elimina,
opcionalmente en el que el residuo 299 se cambia de Thr a Asn, residuo 359 se cambia de Thr a Asn, residuo
361 se cambia de Asn a Thr, residuo 419 se cambia de Thr a Asn, y residuo 421 se cambia de Asn a Thr.

6. La molécula que contiene Fc de la reivindicacion 4, en la que el dominio de Fc tiene un cambio de tipo salvaje en
al menos uno de los residuos 359, 361, 419, y 421.

7. La molécula que contiene Fc de la reivindicacion 6, en donde:

(i) el residuo 359 se cambia de Thr a Asn y residuo 361 se cambia de Asn a Thr, y/o el residuo 419 se cambia de
Thr a Asn y el residuo 421 se cambia de Asn a Thr; o

(i) el dominio de Fc tiene un cambio de tipo salvaje en los residuos 359, 361, 419, y 421, opcionalmente en el
que residuo 359 se cambia de Thr a Asn, residuo 361 se cambia de Asn a Thr, residuo 419 se cambia de Thr a
Asn, y residuo 421 se cambia de Asn a Thr.

8. La molécula que contiene Fc de la reivindicacion 1, en el que correlativo a la numeracion de UE al menos uno de
los residuos 228, 234, y 235 se altera en la region de bisagra.

9. Una molécula que contiene Fc con mayor resistencia a la proteasa segun la reivindicacién 1, que comprende un
dominio de Fc de anticuerpo con sitios de N-glicosilacion correlativos a la numeracion de UE en los residuos 359,
382, y 419 del dominio de Fc y un sitio de N-glicosilacion en el residuo 297 del dominio de Fc se elimina, en el que el
dominio de Fc tiene un cambio de tipo salvaje en los residuos 299, 359, 361, 419, y 421.

10. La molécula que contiene Fc de la reivindicacién 9, en la que correlativo a la numeraciéon de UE al menos uno de
los residuos 228, 234, y 235 se altera en la region bisagra.

11. La molécula que contiene Fc de cualquier reivindicacion precedente, para su uso en un método para tratar una
enfermedad asociada con la presencia de niveles elevados de proteasas.

12. Un método para aumentar la resistencia de una proteina que contiene Fc a la escision por una proteasa, que
comprende la adicion de sitios de N-glicosilacion de la proteina que contiene Fc correlativa a la numeracion de UE
en al menos una de las posiciones 359, 382, y 419.

13. El método de la reivindicaciéon 12, que comprende la adicion de sitios de N-glicosilacion de la proteina que
contiene Fc correlativa a la numeracién de UE en las posiciones 359, 382, y 419, que opcionalmente comprende
ademas la eliminacion del sitio de N-glicosilacion correlativo a la numeracién de UE en la posicion 297.

14. El método de la reivindicacién 12, que comprende ademas la alteracién del tipo salvaje correlativo a la
numeracion EU al menos uno de los residuos 228, 234, y 235 en la regién bisagra.
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Figura 2

Resduo 359
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura7

Estudio PK en ratones normales Balbic
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