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DESCRIPCION
Identificacion e ingenieria de anticuerpos con regiones Fc variantes y métodos de utilizacion de los mismos
1. Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a moléculas, particularmente polipéptidos, mas particularmente inmunoglobulinas
(por ejemplo, anticuerpos), que comprenden una region Fc variante, en donde dicha region Fc variante comprende al
menos una modificacién de aminoacidos con relacién a una region Fc de tipo salvaje, cuya variante de la region Fc
se une a FcyRIIIA y/o FcyRIIA con una mayor afinidad, con relacion a una molécula comparable que comprende la
region Fc de tipo salvaje. Las moléculas de la invencién son particularmente utiles en la prevencion, el tratamiento o
la mejora de uno o mas sintomas asociados con una enfermedad, trastorno o infeccion. Las moléculas de la
invencion son particularmente Utiles para el tratamiento o prevencién de una enfermedad o trastorno en el que se
desea una eficacia mejorada de la funcion de las células efectoras (por ejemplo, ADCC) mediada por FcyR, por
ejemplo, cancer, enfermedad infecciosa y en potenciar la eficacia de los anticuerpos terapéutica de anticuerpos
terapéuticos cuyo efecto esta mediado por ADCC.

2. Antecedentes de la invencion
2.1 Fc Receptores y sus funciones en el sistema inmunitario

La interaccion de complejos anticuerpo-antigeno con células del sistema inmune da como resultado una amplia
gama de respuestas que van desde funciones efectoras tales como citotoxicidad dependiente de anticuerpos,
desgranulacién de mastocitos y fagocitosis hasta sefiales inmunomoduladoras tales como la regulacion de la
proliferacion de linfocitos y la secrecion de anticuerpos. Todas estas interacciones se inician a través de la unién del
dominio Fc de anticuerpos o complejos inmunes a receptores de superficie celular especializados en células
hematopoyéticas. La diversidad de respuestas celulares desencadenadas por anticuerpos y complejos inmunes
resulta de la heterogeneidad estructural de los receptores Fc. Los receptores Fc comparten dominios de unién al
ligando estructuralmente relacionados que presumiblemente median la sefializacion intracelular.

Los receptores Fc, miembros de la superfamilia de genes de inmunoglobulina de proteinas, son glicoproteinas
superficiales que pueden unirse a la porcién Fc de moléculas de inmunoglobulina. Cada miembro de la familia
reconoce inmunoglobulinas de uno o mas isotipos a través de un dominio de reconocimiento en la cadena o del
receptor Fc. Los receptores Fc se definen por su especificidad para los subtipos de inmunoglobulina. Los receptores
Fc para IgG se denominan FcyR, para IgE como FeR y para IgA como FcaR. Diferentes células accesorias llevan
receptores Fc para anticuerpos de isotipo diferente, y el isotipo del anticuerpo determina qué células accesorias se
emplearan en una respuesta dada (revisada por Ravetch J.V. et al., 1991, Annu Rev. Immunol., 9: 457-92: Gerber
J.S. et al., 2001, Microbes and Infection, 3: 131-139, Billadeau D.D. et al., 2002, The Journal of Clinical Investigation,
2(109): 161-1681; Ravetch J.V. et al. 2000, Science, 290: 84-89, Ravetch J.V. et al., 2001 Annu Rev. Immunol., 19:
275-90, Ravetch J.V. 1994, Cell, 78(4): 553-60). Los diferentes receptores Fc, las células que los expresan y su
especificidad de isotipo se resumen en la Tabla 1 (adaptada de Immunobiology: The Immune System in Health and
Disease, 42 edicion, 1999, Elsevier Science Ltd/Garland Publishing, Nueva York).

Receptores Fcy

Cada miembro de esta familia es una glicoproteina de membrana integral, que posee dominios extracelulares
relacionados con un conjunto C2 de dominios relacionados con inmunoglobulina, un dominio de extension de
membrana Unica y un dominio intracitoplasmico de longitud variable. Existen tres FcyR conocidos, designados FcyRI
(CD64), FcyRII (CD32) y FcyRIII (CD16). Los tres receptores estan codificados por genes distintos; sin embargo, la
extensa homologia entre los tres miembros de la familia sugiere que surgieron de un progenitor comun, tal vez por la
duplicacion de genes.

FcyRII(CD32)

Las proteinas FcyRIl son glicoproteinas de membrana integrales de 40KDa que se unen soélo a la IgG complejada
debido a una baja afinidad por la Ig monomérica (10° M-"). Este receptor es el FcyR mas ampliamente expresado,
presente en todas las células hematopoyéticas, incluyendo monocitos, macréfagos, células B, células NK,
neutrdfilos, mastocitos y plaquetas. El FcyRII tiene sélo dos regiones de tipo inmunoglobulina en su cadena de uniéon
de inmunoglobulina y, por lo tanto, una afinidad mucho menor para IgG que FcyRI. Existen tres genes FcyRII
humanos (FcyRII-A, FcyRII-B, FcyRII-C), todos los cuales se unen a IgG en agregados o complejos inmunes.

Distintas diferencias dentro de los dominios citoplasmicos de FcyRII-A y FcyRII-B crean dos respuestas
funcionalmente heterogéneas a la ligacion del receptor. La diferencia fundamental es que la isoforma A inicia la
sefializacion intracelular que conduce a la activacion celular, tal como fagocitosis y rafaga respiratoria, mientras que
la isoforma B inicia sefiales inhibidoras, por ejemplo, inhibiendo la activacion de células B.

Sefalizacion a través de FcyRs
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Tanto las sefiales de activacion como las inhibidoras se transducen a través de los FcyRs después de la ligacion.
Estas funciones diametralmente opuestas resultan de diferencias estructurales entre las diferentes isoformas del
receptor. Dos dominios distintos dentro de los dominios de sefalizacién citoplasmica del receptor denominados
motivos de activacion basada en tirosina inmunorreceptor (ITAMs) o motivos inhibitorios basados en tirosina
inmunorreceptoras (ITIMS) explican las diferentes respuestas. El reclutamiento de diferentes enzimas
citoplasmaticas a estas estructuras dicta el resultado de las respuestas celulares mediadas por FcyR. Los complejos
FcyR que contienen ITAM incluyen FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIIA, mientras que los complejos que contienen ITIM
incluyen solamente FcyRIIB.

Los neutrdéfilos humanos expresan el gen FcyRIIA. FcyRIIA agrupacion a través de complejos inmunes o anticuerpos
especificos de reticulacion sirve para agregar ITAM junto con el receptor asociado quinasas que facilitan ITAM
fosforilacion. La fosforilacion de ITAM sirve como un sitio de acoplamiento para la quinasa Syk, cuya activacion da
como resultado la activacion de sustratos aguas abajo (por ejemplo, PI3K). La activaciéon celular conduce a la
liberaciéon de mediadores proinflamatorios.

El gen FcyRIIB se expresa en linfocitos B; su dominio extracelular es 96% idéntico a FcyRIIA y se une a complejos
de 1gG de una manera indistinguible. La presencia de un ITIM en el dominio citoplasmatico de FcyRIIB define esta
subclase inhibitoria de FcyR. Recientemente se establecié la base molecular de esta inhibicién. Cuando se coligd
junto con un FcyR de activacion, el ITIM en FcyRIIB se fosforila y atrae el dominio SH2 de la polifosfato 5'-fosfatasa
inositol (SHIP), que hidroliza los mensajeros de fosfoinositol liberados como consecuencia de la activacion tirosina
quinasa mediada por FcyR que contiene ITAM, por lo tanto, la prevencion de la afluencia de Ca** intracelular. Por lo
tanto, la reticulacion de FcyRIIB amortigua la respuesta de activacion a la ligacion FcyR e inhibe la capacidad de
respuesta celular. La activacion de células B, la proliferacion de células B y la secrecién de anticuerpos se aborta.

Tabla 1. Receptores para las regiones Fc de los is6topos de inmunoglobulina

Receptor FcyRI FcyRII-A FcyRII-B2 FryRII-B1 FcyRIII FceRI FcaRI
(CD64) (CD32) (CD89)
(CD32) (CD32) (CD16)
Union IgG1 108 M' | IgG1 2 x| IgG1 2 x|IgG1 2 x|I1gG1 5 x| IgE 2 1010 | IgA1, IgA2
108 M 108 M 108 M 105 M M- 10" M
Tipo de | Macrofagos | Macrofagos | Macréfagos | Células B Células NK | Mastocitos | Macrofagos
células
Neutrofilos Neutrofilos | Neutrofilos Mastocitos Eosindfilos | Eosindfilos | Neutréfilos
Eosindfilos Eosindfilos | Eosindfilos Macréfagos | Basofilos Eosindfilos
Células Células Neutrofilos
dendriticas dendriticas
Mastocitos
Plaquetas
Células de
Langheran
Efecto de | Activacion Liberacion Estimulacion | Inhibicion Induccion Secrecion Induccion
ligacion de la | de granulos | de la | sin de matanza | de granulos | de
estimulacion | de inhibiciéon de | captacién captacion
de la | captacion la absorcion | de la de la
captacion de estimulacion matanza
la induccion
de la rafaga
respiratoria
de matanza

Shields et al. (The Journal of Biological Chemistry, Vol. 276, No. 9, pag. 6591-6604, 2001) se describe la cartografia
de alta resolucion del sitio de unién en IgG1 humana para FcyRI humano, FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIIA, y receptores
FcRn. Se encontré que un conjunto comun de residuos de IgG1 estaba implicado en la unién a todos los FcyR;
FcyRIl y FeyRIII utilizaron residuos fuera de este conjunto comun. Ademas de residuos que, cuando se alteraron,
anularon la unién a uno o mas de los receptores, se encontraron varios residuos que mejoraban la unién sélo a
receptores especificos 0 mejoraban simultaneamente la unién a un tipo de receptor y reducian la unién a otro tipo.

2.2 Enfermedades de relevancia
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2.2.1 Cancer

Una neoplasia, o tumor, es una masa neoplasica que resulta de un crecimiento celular anormal descontrolado que
puede ser benigno o maligno. Los tumores benignos generalmente permanecen localizados. Los tumores malignos
se denominan colectivamente canceres. El término "maligno" generalmente significa que el tumor puede invadir y
destruir las estructuras del cuerpo vecinas y propagarse a sitios distantes para causar la muerte (para revision,
véase Robbins and Angell, 1976, Basic Pathology, 2d Ed., W.B. Saunders Co., Filadelfia, Pags. 68-122). El cancer
puede surgir en muchos sitios del cuerpo y comportarse de manera diferente dependiendo de su origen. Las células
cancerosas destruyen la parte del cuerpo en la que se originan y luego se extienden a otras partes del cuerpo donde
comienzan un nuevo crecimiento y causan mas destruccion.

Mas de 1.2 millones de estadounidenses desarrollan cancer cada afio. El cancer es la segunda causa principal de
muerte en los Estados Unidos y si las tendencias actuales contindan, se espera que el cancer sea la principal causa
de la muerte en el afio 2010. El cancer de pulmén y prostata son los principales asesinos cancer para los hombres
en los Estados Unidos. El cancer de pulmén y de mama son los principales asesinos cancer para las mujeres en los
Estados Unidos. Uno de cada dos hombres en los Estados Unidos sera diagnosticado con cancer en algin momento
de su vida. Una de cada tres mujeres en los Estados Unidos sera diagnosticada con cancer en algin momento de su
vida.

Todavia no se ha encontrado una cura para el cancer. Las opciones de tratamiento actuales, como la cirugia, la
quimioterapia y el tratamiento con radiacion, son a menudo ineficaces o presentan efectos secundarios graves.

Terapia del Cancer

En la actualidad, la terapia contra el cancer puede implicar cirugia, quimioterapia, terapia hormonal y/o tratamiento
con radiacion para erradicar células neoplasicas en un paciente (véase, por ejemplo, Stockdale, 1998, "Principles of
Cancer Patient Management", in Scientific American: Medicine, vol. 3, Rubenstein and Federman, eds., Capitulo 12,
Seccion 1V). Recientemente, la terapia de cancer también podria implicar terapia bioldgica o inmunoterapia. Todos
estos enfoques plantean inconvenientes significativos para el paciente. La cirugia, por ejemplo, puede estar
contraindicada debido a la salud del paciente o puede ser inaceptable para el paciente. Ademas, la cirugia puede no
eliminar completamente el tejido neoplasico. La radioterapia soélo es eficaz cuando el tejido neoplasico presenta una
mayor sensibilidad a la radiacion que el tejido normal, y la radioterapia también puede provocar efectos secundarios
graves. La terapia hormonal rara vez se da como un solo agente y aunque puede ser eficaz, se utiliza a menudo
para prevenir o retrasar la reaparicion del cancer después de que otros tratamientos han eliminado la mayoria de las
células cancerosas. Las terapias bioldgicas/inmunoterapias son limitadas en ndmero y pueden producir efectos
secundarios tales como erupciones o hinchazén, sintomas similares a los de la gripe, incluyendo fiebre, escalofrios y
fatiga, problemas en el tracto digestivo o reacciones alérgicas.

Con respecto a la quimioterapia, hay una variedad de agentes quimioterapéuticos disponibles para el tratamiento del
cancer. Una mayoria significativa de los agentes quimioterapéuticos para el cancer actdan inhibiendo la sintesis de
ADN, ya sea directa o indirectamente inhibiendo la biosintesis de los precursores de desoxirribonucleétido trifosfato,
para evitar la replicacion del ADN y la division celular concomitante (véase, por ejemplo, Gilman et al., Goodman and
Gilman: The Pharmacological Basis of Therapeutics, Eighth Ed. (Pergamom Press, New York, 1990)). Estos
agentes, que incluyen agentes alquilantes, tales como nitrosourea, antimetabolitos, tales como metotrexato e
hidroxiurea, y otros agentes, tales como etopdsidos, campatecinas, bleomicina, doxorrubicina, daunorrubicina, etc.,
aungue no necesariamente especificos del ciclo celular, matan células durante la fase S debido a su efecto sobre la
replicacion del ADN. Ofros agentes, especificamente la colchicina y los alcaloides de la vinca, tales como la
vinblastina y la vincristina, interfieren con el montaje de los microtubulos, lo que resulta en un paro mitético. Los
protocolos de quimioterapia generalmente implican la administracion de una combinacion de agentes
quimioterapéuticos para aumentar la eficacia del tratamiento.

A pesar de la disponibilidad de una variedad de agentes quimioterapéuticos, la quimioterapia tiene muchos
inconvenientes (véase, por ejemplo, Stockdale, 1998, "Principles of Cancer Patient Management", in Scientific
American Medicine, volumen 3, Rubenstein and Federman, eds. Capitulo 12, secciéon 10). Casi todos los agentes
quimioterapéuticos son toxicos, y la quimioterapia causa efectos secundarios importantes, y a menudo peligrosos,
incluyendo nausea severa, depresion de la médula désea, inmunosupresion, etc. Ademas, incluso con la
administracion de combinaciones de agentes quimioterapéuticos, muchas células tumorales son resistentes o
desarrollan resistencia a los agentes quimioterapéuticos. De hecho, las células resistentes a los agentes
quimioterapéuticos particulares utilizados en el protocolo de tratamiento a menudo resultan ser resistentes a otros
farmacos, incluso a aquellos agentes que actdan por mecanismos distintos de los mecanismos de accién de los
farmacos utilizados en el tratamiento especifico; este fendmeno se denomina farmaco pleiotrépico o resistencia a
multiples farmacos. Por lo tanto, debido a la resistencia a los farmacos, muchos canceres resultan refractarios a los
protocolos de tratamiento quimioterapéutico estandar.

Existe una necesidad significativa de tratamientos alternativos contra el cancer, en particular para el tratamiento del
cancer que ha demostrado ser refractario a los tratamientos estandar contra el cancer, como la cirugia, la
radioterapia, la quimioterapia y la terapia hormonal. Una alternativa prometedora es la inmunoterapia, en la que las
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células cancerosas son especificamente dianas de anticuerpos especificos del antigeno del cancer. Se han dirigido
esfuerzos importantes para aprovechar la especificidad de la respuesta inmunitaria, por ejemplo, la tecnologia de
hibridomas ha permitido el desarrollo de anticuerpos monoclonales selectivos de tumores (véase Green M.C. et al.,
2000 Cancer Treat Rev., 26: 269-286, Weiner LM , 1999 Semin Oncol, 26 (supl. 14): 43-51), y en los ultimos afios, la
Food and Drug Administration ha aprobado los primeros MAbs para la terapia del cancer: Rituxin (anti-CD20) para el
linfoma no Hodgkin y Herceptin [anti(c-erb-2/HER-2)] para cancer de mama metastasico (Suzanne A. Eccles, 2001,
Breast Cancer Res., 3: 86-90). Sin embargo, la potencia de la funcién efectora del anticuerpo, por ejemplo, para
mediar la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (“ADCC”) es un obstaculo para tal tratamiento. Por lo
tanto, se necesitan métodos para mejorar la eficacia de dicha inmunoterapia.

2.2.2 Enfermedades inflamatorias y enfermedades autoinmunes

La inflamacién es un proceso mediante el cual los glébulos blancos y sustancias quimicas del cuerpo protegen
nuestro cuerpo de la infeccion por sustancias extrafias, como bacterias y virus. Por lo general se caracteriza por
dolor, hinchazén, calor y enrojecimiento de la zona afectada. Sustancias quimicas conocidos como citoquinas y
prostaglandinas controlan este proceso, y se liberan en una cascada ordenada y autolimitada en la sangre o en los
tejidos afectados. Esta liberacion de sustancias quimicas aumenta el flujo de sangre al area de lesion o infeccion y
puede resultar en enrojecimiento y calor. Algunas de las sustancias quimicas causan una fuga de liquido en los
tejidos, lo que resulta en hinchazén. Este proceso protector puede estimular los nervios y causar dolor. Estos
cambios, cuando ocurren durante un periodo limitado en el area relevante, trabajan en beneficio del cuerpo.

En trastornos autoinmunes y/o inflamatorios, el sistema inmune desencadena una respuesta inflamatoria cuando no
hay sustancias extrafias para combatir y el sistema inmune normalmente protector del cuerpo causa dafio a sus
propios tejidos atacandose por error a si mismo. Hay muchos trastornos autoinmunes diferentes que afectan al
cuerpo de diferentes maneras. Por ejemplo, el cerebro esta afectado en individuos con esclerosis multiple, el
intestino se ve afectado en individuos con enfermedad de Crohn, y el sinovio, el hueso y el cartilago de diversas
articulaciones se ven afectados en individuos con artritis reumatoide. A medida que los trastornos autoinmunes
progresan en la destruccion de uno o mas tipos de tejidos corporales, puede producirse un crecimiento anormal de
un érgano, o cambios en la funcién del érgano. El trastorno autoinmune puede afectar sélo un érgano o tipo de tejido
o puede afectar a multiples 6rganos y tejidos. Los organos y tejidos comunmente afectados por trastornos
autoinmunes incluyen glébulos rojos de la sangre, vasos sanguineos, tejidos conectivos, glandulas endocrinas (por
ejemplo, la tiroides o el pancreas), musculos, articulaciones y piel. Ejemplos de trastornos autoinmunes incluyen,
pero no se limitan a, tiroiditis de Hashimoto, anemia perniciosa, enfermedad de Addison, diabetes tipo 1, artritis
reumatoide, lupus eritematoso sistémico, dermatomiositis, sindrome de Sjogren, dermatomiositis, lupus eritematoso
sistémico, esclerosis multiple, enfermedad autoinmune del oido interno, miastenia Gravis, sindrome de Reiter,
enfermedad de Graves, hepatitis autoinmune, poliposis adenomatosa familiar y colitis ulcerosa.

La artritis reumatoide (AR) y la artritis reumatoide juvenil son tipos de artritis inflamatoria. La artritis es un término
general que describe la inflamacion en las articulaciones. Algunos tipos de artritis, pero no todos, son el resultado de
una inflamaciéon mal dirigida. Ademas de la artritis reumatoide, otros tipos de artritis asociada con la inflamacion
incluyen los siguientes: artritis psoriasica, sindrome de Reiter, artritis de la espondilitis anquilosante y artritis gotosa.
La artritis reumatoide es un tipo de artritis crénica que se produce en las articulaciones en ambos lados del cuerpo
(como las manos, las mufiecas o las rodillas). Esta simetria ayuda a distinguir la artritis reumatoide de otros tipos de
artritis. Ademas de afectar las articulaciones, la artritis reumatoide puede afectar ocasionalmente la piel, los ojos, los
pulmones, el corazén, la sangre o los nervios.

La artritis reumatoide afecta aproximadamente al 1% de la poblacién mundial y es potencialmente incapacitante. Hay
aproximadamente 2.9 millones de incidencias de artritis reumatoide en los Estados Unidos. Dos o tres veces mas
mujeres son afectadas en comparacion con hombres. La edad tipica en que se presenta la artritis reumatoide es
entre 25 y 50 afos. La artritis reumatoide juvenil afecta a 71.000 jévenes estadounidenses (de dieciocho afios o
menos), que afecta a seis veces mas nifias que nifos.

La artritis reumatoide es un trastorno autoinmunitario en el que el sistema inmune del cuerpo identifica
incorrectamente las membranas sinoviales que secretan el fluido lubricante en las articulaciones como extrafias. Los
resultados de la inflamacion, y el cartilago y los tejidos en y alrededor de las articulaciones se dafian o destruyen. En
casos severos, esta inflamacién se extiende a otros tejidos articulares y cartilagos circundantes, donde puede
erosionar o destruir hueso y cartilago y conducir a deformidades articulares. El cuerpo reemplaza el tejido dafiado
con tejido cicatricial, haciendo que los espacios normales dentro de las articulaciones se estrechen y los huesos se
fusionen. La artritis reumatoide crea rigidez, hinchazén, fatiga, anemia, pérdida de peso, fiebre y, a menudo, dolor
paralizante. Algunos sintomas comunes de la artritis reumatoide incluyen rigidez articular al despertar que dura una
hora o mas; hinchazén en un dedo especifico o articulaciones de la mufieca; hinchazoén en el tejido blando alrededor
de las articulaciones; e hinchazén en ambos lados de la articulacién. La hinchazén puede ocurrir con o sin dolor, y
puede empeorar progresivamente o permanecer igual durante afios antes de progresar.

El diagnostico de la artritis reumatoide se basa en una combinacion de factores, entre ellos: la ubicacion especifica 'y
la simetria de las articulaciones dolorosas, la presencia de rigidez articular en la mafiana, la presencia de bultos y
nédulos bajo la piel (nédulos reumatoides), los resultados de las pruebas de rayos X que sugieren artritis
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reumatoide, y/o resultados positivos de una prueba de sangre llamada factor reumatoide. Muchas, pero no todas, las
personas con artritis reumatoide tienen el anticuerpo de factor reumatoide en su sangre. El factor reumatoide puede
estar presente en personas que no tienen artritis reumatoide. Otras enfermedades también pueden causar que el
factor reumatoide se produzca en la sangre. Es por eso que el diagndstico de la artritis reumatoide se basa en una
combinacién de varios factores y no sélo la presencia del factor reumatoide en la sangre.

El curso tipico de la enfermedad es uno de los sintomas de las articulaciones persistentes pero fluctuantes, y
después de aproximadamente 10 afios, el 90% de los pacientes mostraran dafio estructural al hueso y al cartilago.
Un pequefio porcentaje tendra una enfermedad breve que desaparecera por completo, y otro pequefio porcentaje
tendra una enfermedad muy grave con muchas deformidades articulares y ocasionalmente otras manifestaciones de
la enfermedad. El proceso inflamatorio provoca erosion o destruccion del hueso y del cartilago en las articulaciones.
En la artritis reumatoide, existe un ciclo autoinmune de presentacion persistente del antigeno, estimulacion de las
células T, secrecion de citoquinas, activacion de las células sinoviales y destruccion de las articulaciones. La
enfermedad tiene un gran impacto tanto en el individuo como en la sociedad, causando dolor significativo, deterioro
de la funcién y discapacidad, ademas de costar millones de délares en gastos de salud y salarios perdidos. (Ver, por
ejemplo, el sitio web del NIH y el sitio web del NIAID).

La terapia actualmente disponible para la artritis se centra en reducir la inflamaciéon de las articulaciones con
medicamentos antiinflamatorios o inmunosupresores. La primera linea de tratamiento de cualquier artritis es
generalmente antiinflamatorios, tales como aspirina, ibuprofeno e inhibidores de Cox-2 tales como celecoxib y
rofecoxib. "Medicamentos de segunda linea" incluyen oro, metotrexato y esteroides. Aunque estos son tratamientos
bien establecidos para la artritis, muy pocos pacientes remiten sobre estas lineas de tratamiento Unicamente. Los
recientes avances en la comprension de la patogénesis de la artritis reumatoide han llevado al uso de metotrexato
en combinacién con anticuerpos contra citoquinas o receptores solubles recombinantes. Por ejemplo, los receptores
solubles recombinantes para el factor de necrosis tumoral (TNF)-a han sido usados en combinacién con metotrexato
en el tratamiento de la artritis. Sin embargo, sélo aproximadamente el 50% de los pacientes tratados con una
combinacién de metotrexato y agentes anti-TNF-o tales como receptores solubles recombinantes para TNF-a
muestran una mejora clinicamente significativa. Muchos pacientes permanecen refractarios a pesar del tratamiento.
Todavia persisten problemas de tratamiento para los pacientes con artritis reumatoide. Muchos tratamientos
actuales tienen una alta incidencia de efectos secundarios o no pueden prevenir completamente la progresion de la
enfermedad. Hasta ahora, ningun tratamiento es ideal, y no hay cura. Se necesitan terapias nuevas que traten mas
eficazmente la artritis reumatoide y otros trastornos autoinmunes.

2.2.3 Enfermedades infecciosas

Los agentes infecciosos que causan enfermedades se dividen en cinco grupos: virus, bacterias, hongos, protozoos y
helmintos (gusanos). La notable variedad de estos patdgenos ha causado la seleccién natural de dos caracteristicas
cruciales de la inmunidad adaptativa. En primer lugar, la ventaja de ser capaz de reconocer una amplia gama de
patégenos diferentes ha impulsado el desarrollo de receptores sobre células B y T de diversidad igual o mayor. En
segundo lugar, los distintos habitats y ciclos de vida de los patdégenos tienen que ser contrarrestados por una serie
de mecanismos efectores distintos. Los rasgos caracteristicos de cada patdégeno son su modo de transmision, su
mecanismo de replicacion, su patogenia o los medios por los que causa la enfermedad, y la respuesta que provoca.

El registro del sufrimiento y la muerte de humanos causados por la viruela, el célera, el tifus, la disenteria, la malaria,
etc., establece la eminencia de las enfermedades infecciosas. A pesar de los éxitos sobresalientes en el control
proporcionado por el saneamiento mejorado, la inmunizacién y la terapia antimicrobiana, las enfermedades
infecciosas siguen siendo un problema comun e importante de la medicina moderna. La enfermedad mas comun de
la humanidad, el resfriado comun, es una enfermedad infecciosa, como es la temida enfermedad moderna del SIDA.
Algunas enfermedades neurolégicas cronicas que antes se consideraban enfermedades degenerativas han
demostrado ser infecciosas. No hay duda de que el futuro seguira revelando las enfermedades infecciosas como
problemas médicos importantes.

Un ndmero enorme de enfermedades humanas y animales resultan de infecciones virulentas y oportunistas de
cualquiera de los agentes infecciosos mencionados anteriormente (véase Belshe (Ed.) 1984 Textbook of Human
Virology, PSG Publishing, Littleton, MA).

Una categoria de enfermedades infecciosas son infecciones virales, por ejemplo. Las enfermedades virales de una
amplia gama de tejidos, incluyendo el tracto respiratorio, el SNC, la piel, el tracto genitourinario, los ojos, las orejas,
el sistema inmunitario, el tracto gastrointestinal y el sistema musculoesquelético, afectan a un gran ndmero de
humanos de todas las edades (véase Tabla 328-2 en: Wyngaarden and Smith, 1988, Cecil Textbook of Medicine,
182 Ed., W.B. Saunders Co., Filadelfia, pp. 1750-1753). Aunque se han invertido considerables esfuerzos en el
disefio de terapias antivirales eficaces, las infecciones virales continlan amenazando la vida de millones de
personas en todo el mundo. En general, los intentos de desarrollar farmacos antivirales se han centrado en varias
etapas del ciclo vital viral (véase, por ejemplo, Mitsuya et al., 1991, FASEB J. 5: 2369-2381, que discuten el VIH).
Sin embargo, un inconveniente comun asociado con el uso de muchos farmacos antivirales actuales son sus efectos
secundarios deletéreos, tales como toxicidad para el huésped o resistencia de ciertas cepas virales.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2637491 T3

3. Resumen de la invencién

La invencion proporciona un polipéptido que tiene una regién Fc de IgG1 humana variante en la que dicha region Fc
variante:

(A) contiene un dominio CH2 y un dominio CH3;

(B) posee una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de aminoacidos de una regién Fc de tipo
salvaje por comprender modificaciones de aminoacidos seleccionadas relativas a dicha region Fc de tipo salvaje, en
donde dichas modificaciones de aminoacidos seleccionadas comprenden R292P y V305,

en el que dicha numeracion es la del indice de la UE como en Kabat y donde dichas sustituciones de aminoacidos
seleccionadas hacen que dicha regién Fc variante se una a FcyRIIIA con una afinidad incrementada con respecto a
la de dicha regién Fc de tipo salvaje.

La presente invencion se basa, en parte, en la identificacion de regiones Fc de cadena pesada de IgG1 humana
mutante, con afinidades alteradas para receptores FcyR (por ejemplo, FcyRs de activacion, FcyRs inhibidores),
utilizando un sistema de despliegue en levaduras. El modelado animal in vivo y los experimentos clinicos indican que
la regién Fc desempefia un papel esencial en la determinaciéon del resultado de la terapia con anticuerpos
monoclonales. Los enfoques actuales para optimizar la funcion de la regién Fc (por ejemplo, citotoxicidad mediada
por células dependientes de anticuerpos (ADCC), actividad citotoxica dependiente del complemento (CDC)) en
anticuerpos monoclonales terapéuticos y polipéptidos solubles fusionados a regiones Fc se han centrado en un
numero limitado de cambios de aminoacidos individuales basados en el analisis estructural y/o disefios asistidos por
computadora. Los enfoques alternativos en las regiones Fc de ingenieria se han centrado en la glicosilacion de la
region Fc para optimizar la funcion de la region Fc. La presente invencién se basa, en parte, en la seleccion de
posibles mutantes para la alteraciéon en una o mas actividades funcionales de Fc, tales como, pero sin limitarse a,
ADCC y CDC, a partir de una biblioteca no sesgada de variantes de Fc. La presente invencion proporciona métodos
para la ingenieria de regiones Fc y la identificacion y seleccion de nuevas variantes Fc fuera de las regiones
esperadas identificadas mediante estudios estructurales. Las regiones esperadas, tal como se usan aqui, se refieren
a aquellas regiones que estan basadas en estudios estructurales y/o bioquimicos estan en contacto con un ligando
Fc.

La presente descripcidon proporciona una plataforma de descubrimiento para la identificacion de variantes de Fc con
mejoras en una o mas funciones efectoras Fc combinando ensayos funcionales basados en células y construccion
de biblioteca combinatoria con automatizacion de vanguardia. La presente descripcion reune bibliotecas
combinatorias completas saturando regiones de interés dentro de la Fc con modificaciones que cubren todos los
posibles cambios de aminoacidos. Las bibliotecas combinatorias se probaran utilizando un conjunto de ensayos de
unioén y funcionales para seleccionar mutantes basados en una funcién biolégica mejorada.

En consecuencia, la invencion se refiere a moléculas, preferiblemente polipéptidos, y mas preferiblemente
inmunoglobulinas (por ejemplo, anticuerpos), que comprenden una regiéon Fc de IgG1 humana variante, que tiene
modificaciones de aminoacidos incluyendo las definidas en la reivindicacion 1 (por ejemplo sustituciones, inserciones
o eliminaciones) en una o mas regiones, modificaciones que alteran, por ejemplo, el aumento o la disminucion, la
afinidad de la region Fc de la variante para un FcyR. La modificacion de aminoacidos incrementa la afinidad de la
region Fc variante para FcyRIIIA y/o FcyRIIA. En una realizacion preferida, las moléculas de la invencion se unen
especificamente a FcyRIIB (a través de la region Fc) con una afinidad mas baja que una molécula comparable (es
decir, que tiene la misma secuencia de aminoacidos que la molécula de la invencién con excepciéon de una o mas
modificaciones de aminoacidos en la region Fc) que comprenden la region Fc de tipo salvaje que se une a FcyRIIB.
En algunas realizaciones, la invencion abarca moléculas con regiones Fc variantes, que tienen una o mas
modificaciones de aminoacidos, modificaciones que aumentan la afinidad de la region Fc variante para FcyRIIIA y/o
FcyRIIA y mejoran la afinidad de la region Fc variante para FcyRIIB en relacion con una molécula comparable con
una region Fc de tipo salvaje. En otras realizaciones, la invencion engloba moléculas con regiones Fc variantes, que
tienen una o mas modificaciones de aminoacidos, modificaciones que aumentan la afinidad de la region Fc variante
para FcyRIIIA y/o FcyRIIA pero no alteran la afinidad de la variante Fc para FcyRIIB con relacién a una molécula
comparable con una region Fc de tipo salvaje. Una realizacion preferida es una regién Fc variante que tiene afinidad
mejorada para FcyRIIIA y FcyRIIA pero afinidad reducida para FcyRIIB con relacién a una molécula comparable con
una region Fc de tipo salvaje.

Las variantes de Fc de la presente invencion se pueden combinar con otras modificaciones de Fc, incluyendo, pero
sin limitarse a, modificaciones que alteran la funcion efectora. La invencién abarca combinar una variante de Fc de la
invencion con ofras modificaciones de Fc para proporcionar propiedades aditivas, sinérgicas o nuevas en
anticuerpos o fusiones de Fc. Preferiblemente, las variantes Fc de la invencion mejoran el fenotipo de la
modificacion con la que se combinan. Por ejemplo, si una variante Fc de la invencién se combina con un mutante
conocido para unirse a FcyRIIIA con una afinidad mas alta que una molécula comparable que comprende una region
Fc de tipo salvaje; la combinaciéon con un mutante de la invencién da como resultado un mayor aumento del
plegamiento en la afinidad con FcyRIIIA.
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En una realizacién, las variantes Fc de la presente invencién pueden combinarse con otras variantes de Fc
conocidas tales como las descritas en Duncan et al., 1988, Nature 332: 563-564; Lund et al., 1991, J. Immunol 147:
2657-2662; Lund et al, 1992, Mol Immunol 29: 53-59; Alegre et al, 1994, Transplantation 57: 1537-1543; Hutchins et
al., 1995, Proc Natl. Acad Sci U S A 92: 11980-11984; Jefferis et al, 1995, Immunol Lett. 44: 111-117; Lund et al.,
1995, Faseb, J. 9: 115-119; Jefferis et al, 1996, Immunol Lett. 54: 101-104; Lund et al, 1996, J Immunol 157:
49634969; Armour et al., 1999, Eur J Immunol 29: 2613-2624; Idusogie et al, 2000, J Immunol 164: 41784184;
Reddy et al, 2000, J Immunol 164: 1925-1933; Xu et al., 2000, Cell Immunol 200: 16-26; Idusogie y col., 2001, J
Immunol 166: 2571-2575; Shields et al., 2001, J. Biol. Chem. 276: 6591-6604; Jefferis et al, 2002, Immunol Lett. 82:
57-65; Presta et al., 2002, Biochem Soc Trans 30: 487-490); US 5,624,821; US 5,885,573; US 6.194.551; PCT WO
00/42072; PCT WO 99/58572.

La invencion abarca moléculas que son homodimeros o heterodimeros de regiones Fc. Los heterodimeros que
comprenden regiones Fc se refieren a moléculas en las que las dos cadenas Fc tienen secuencias iguales o
diferentes. En algunas realizaciones, en las moléculas heterodiméricas que comprenden regiones Fc variantes, cada
cadena tiene una o mas modificaciones diferentes de la otra cadena. En otras realizaciones, en las moléculas
heterodiméricas que comprenden regiones Fc variantes, una cadena contiene la regién Fc de tipo salvaje y las otras
cadenas comprenden una o mas modificaciones. Los métodos de ingenieria de moléculas heterodiméricas que
contienen Fc se conocen en la técnica y se incluyen dentro de la invencion.

En una realizacion especifica, la invencion abarca moléculas que comprenden una region Fc variante, en la que
dicha region Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje, cuya
region Fc variante solo se une a un FcyR, en el que dicho FcyR es FeylllA.

Las afinidades y propiedades de union de las moléculas de la invencion para un FcyR se determinan inicialmente
usando ensayos in vitro (ensayos bioquimicos o basados en inmunologia) conocidos en la técnica para determinar
las interacciones Fc-FcyR, es decir, la union especifica de un Fc region a un FcyR incluyendo pero sin limitarse a
ensayo ELISA, ensayo de resonancia de plasmon superficial, ensayos de inmunoprecipitacion (véase la seccion
5.2.1). Preferentemente, las propiedades de unién de las moléculas de la invencion se caracterizan también por
ensayos funcionales in vitro para determinar una o mas funciones de células efectoras mediadoras de FcyR (véase
la seccion 5.2.6). En las realizaciones mas preferidas, las moléculas de la invencion tienen propiedades de union
similares en modelos in vivo (tales como los descritos y divulgados aqui) como aquellos en ensayos basados en in
vitro. Sin embargo, la presente invencion no excluye moléculas de la invencion que no exhiban el fenotipo deseado
en ensayos basados en in vitro, pero si muestran el fenotipo deseado in vivo.

En una realizacién especifica, las moléculas de la invencion comprenden una regiéon Fc variante que tiene
modificaciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones), modificaciones que aumentan la afinidad de la region
Fc variante para FcyRIIIA y/o FcyRIIA al menos 2 veces, con respecto a una molécula comparable que comprende
una region Fc de tipo salvaje. En ciertas realizaciones, las moléculas de la invencidon comprenden una regién Fc
variante que tiene modificaciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones), modificaciones que aumentan la
afinidad de la region Fc variante para FcyRIIIA y/o FcyRIIA mayor que 2 veces, al menos 4 veces, al menos 5 veces,
al menos 6 veces, al menos 8 veces, o al menos 10 veces con respecto a una molécula comparable que comprende
una regioén Fc de tipo salvaje. En otras realizaciones de la invencion, las moléculas de la invencion que comprenden
una regioén Fc variante se unen especificamente a FcyRIIIA y/o FcyRIIA con al menos 65%, al menos 75%, al menos
85%, al menos 95%, al menos 100%, al menos 150%, al menos 200% mayor afinidad con respecto a una molécula
que comprende una region Fc de tipo salvaje. Dichas mediciones son preferiblemente ensayos in vitro.

En aun otras realizaciones, la invencion abarca moléculas con regiones Fc variantes, modificaciones que disminuyen
la afinidad de la regién Fc variante para FcyRIIIA y/o FcyRIIA, pero no alteran la afinidad de la region Fc variante
para FcyRIIB relativa a una molécula comparable con una region Fc de tipo salvaje. En otras realizaciones mas, la
invencion abarca moléculas con regiones Fc variantes, modificaciones que aumentan la afinidad de la region Fc
variante para FcyRIIIA y/o FcyRIIA, pero reducen la afinidad de la region Fc variante para FcyRIIB con relacion a una
molécula comparable con una region Fc de tipo salvaje.

En una realizacion especifica, las moléculas de la invencion comprenden una region Fc variante, que tiene
modificaciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones), modificaciones que incrementan la afinidad de la region
Fc variante para FcyRIIIA y disminuyen la afinidad de la variante Fc para FcyRIIB, con relacién a una molécula
comparable que comprende una region Fc de tipo salvaje que se une a FcyRIIIA y FcyRIIB con afinidad de tipo
salvaje. En una cierta realizacién, una o mas modificaciones de aminoacidos no son una sustitucion con alanina en
ninguna de las posiciones 256, 298, 333 o 334.

En otra realizacién especifica, las moléculas de la invencion comprenden una regién Fc variante, que tiene
modificaciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones), modificaciones que incrementan la afinidad de la region
Fc variante para FcyRIIA y disminuyen la afinidad de la variante Fc para FcyRIIB, con relacion a una molécula
comparable que comprende una regién Fc de tipo salvaje que se une a FcyRIIA y FcyRIIB con afinidad de tipo
salvaje. En una cierta realizacion, una o mas modificaciones de aminoacidos no son una sustitucion con arginina en
la posicion 320.
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El método preferido para cribar e identificar moléculas que comprenden regiones Fc variantes con afinidades
alteradas de FcyR (por ejemplo afinidad FcyRIIIA mejorada) es la tecnologia de presentacion en superficie de
levadura (para revision véase Boder and Wittrup, 2000, Methods in Enzymology, 328: 430-444. Especificamente,
despliegue en superficie de levadura es un método genético mediante el cual los polipéptidos que comprenden
mutantes Fc se expresan en la pared celular de levadura en una forma accesible para interactuar con FcyR. La
visualizacion de la superficie de levadura de los polipéptidos que contienen Fc mutante de la invencién se puede
realizar de acuerdo con cualquiera de las técnicas conocidas por los expertos en la técnica o los métodos
especificos descritos en el presente documento. El despliegue en levaduras ofrece la ventaja de utilizar la unién real
a un receptor deseado para identificar regiones Fc variantes que tienen una unién mejorada a ese receptor.

Se describe aqui un método para seleccionar proteinas de fusion mutantes Fc con una propiedad de union
deseable, por ejemplo, la capacidad de la proteina de fusién Fc mutante para unirse a FcyRIIIA con una mayor
afinidad que un polipéptido comparable que comprende una region Fc de tipo salvaje se une a FcyRIIIA. Las células
de levadura que muestran las proteinas de fusion de Fc mutantes pueden ser seleccionadas y caracterizadas por
cualquier ensayo bioquimico o inmunoldgico basado en el conocimiento de los expertos en la técnica para evaluar
las interacciones de union.

El cribado de proteinas de fusién de Fc mutante puede hacerse usando uno o mas ensayos basados en
bioquimicos, por ejemplo, un ensayo ELISA.

El cribado e identificaciéon de moléculas que comprenden regiones Fc variantes con afinidades alteradas de FcyR
(por ejemplo, afinidad de FcyRIIIA mejorada) se pueden hacer usando la tecnologia de despliegue en levaduras
como se describe en el presente documento en combinacidon con uno o mas ensayos basados en bioquimicos,
preferiblemente de una manera de alto rendimiento. Los uno o mas ensayos bioquimicos pueden ser cualquier
ensayo conocido en la técnica para identificar la interaccion Fc-FcyR, es decir, union especifica de una region Fc a
un FcyR, incluyendo, pero sin limitarse a, un ensayo ELISA, ensayos de resonancia de plasmon superficial, ensayo
de inmunoprecipitacion, cromatografia de afinidad. y didlisis de equilibrio. El cribado e identificacion de moléculas
que comprenden regiones Fc variantes con afinidades alteradas de FcyR (por ejemplo, afinidad de FcyRIIIA
mejorada) se pueden hacer usando la tecnologia de despliegue en levaduras como se describe en el presente
documento en combinaciéon con uno o mas ensayos basados en funcion, preferiblemente de una manera de alto
rendimiento. Los ensayos basados funcionales pueden ser cualquier ensayo conocido en la técnica para caracterizar
una o mas funciones de células efectoras mediadas por FcyR tales como las descritas en la presente en la seccion
5.2.6. Ejemplos no limitativos de funciones de células efectoras que pueden usarse de acuerdo con los métodos de
la invencién incluyen, pero no se limitan a, citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos (ADCC),
fagocitosis dependiente de anticuerpos, fagocitosis, opsonizacion, opsonofagocitosis, union a células, demarcacion,
union a C1q y citotoxicidad mediada por células dependientes del complemento. El cribado e identificacion de
moléculas que comprenden regiones Fc variantes con afinidades de FcyR alteradas (por ejemplo, afinidad de
FcyRIIIA mejorada) se pueden hacer usando la tecnologia de presentacién de levadura como se describe en el
presente documento en combinacidon con uno o mas ensayos basados en bioquimica en combinacién o en paralelo
con uno o mas ensayos basados funcionales, preferiblemente de una manera de alto rendimiento.

Un método preferido para medir la interaccion FcyR-Fc de acuerdo con la invencién es un ensayo desarrollado por
los inventores, que permite la deteccion y cuantificacion de la interaccion, a pesar de la afinidad inherentemente
débil del receptor para su ligando, por ejemplo, en el micromolar para FcyRIIB y FcyRIIIA. El método implica la
formacion de un complejo FcyR (por ejemplo, FcyRIIIA, FcyRIIB) que tiene una avidez mejorada para una region Fc,
en relacion con un FcyR no complejado. En una realizacion especifica, la invencion abarca un método para producir
un complejo FcyR tetramerico, en el que dicho complejo tetramérico tiene una afinidad mejorada para una region Fc,
con relacién a la afinidad de un FcyR mondmero para la regién Fc, comprendiendo dicho método: (i) producir una
proteina de fusion, de manera que una secuencia AVITAG de 15 aminoacidos enlazada operativamente a la region
soluble de FcyR; (ii) biotinilacion de la proteina producida usando una enzima BirA de E. coli; (iii) mezclar la proteina
biotinilada producida con estreptavidina-ficoeritrina en una proporciéon molar apropiada, de manera que se forme un
complejo de FcyR tetramérico.

En una realizacion preferida de la invencion, los polipéptidos que comprenden regiones Fc se unen a los complejos
FcyR tetrameros, formados de acuerdo con los métodos de la invencion, con al menos una afinidad 8 veces superior
a la que se unen al FcyR no monomérico no complejado. La fijacion de polipéptidos que comprenden regiones Fc a
los complejos FcyR tetrameros se puede determinar usando técnicas estandar conocidas por los expertos en la
técnica, tales como por ejemplo, clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS), radioinmunoensayos,
ensayos ELISA, etc.

Se describe el uso de los complejos inmunitarios formados de acuerdo con los métodos descritos anteriormente para
determinar la funcionalidad de moléculas que comprenden una regiéon Fc en ensayos basados en células o sin
células.

En una realizacion especifica, la invencion proporciona inmunoglobulinas modificadas que comprenden una region
Fc variante con una afinidad mejorada para FcyRIIIA y/o FcyRIIA. Dichas inmunoglobulinas incluyen moléculas de
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IgG que contienen naturalmente regiones de union a FcyR (por ejemplo, regiones de unién a FcyRIIIA y/o FcyRIIB) o
derivados de inmunoglobulina que han sido modificados genéticamente para contener una region de unién FcyR (por
ejemplo, regiones de union a FcyRIIIA y/o FcyRIIB). Las inmunoglobulinas modificadas de la invencion incluyen
cualquier molécula de inmunoglobulina que se une, preferiblemente, inmunoespecificamente, es decir, compite
contra la union no especifica determinada por inmunoensayos bien conocidos en la técnica para ensayar un
antigeno antigeno-anticuerpo especifico y contiene un FcyR (por ejemplo, una region de union a FcyRIIA y/o
FcyRIIB). Tales anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos policlonales, monoclonales, biespecificos,
multiespecificos, humanos, humanizados, quiméricos, anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos Fab, fragmentos
F(ab')2, Fvs unidos a disulfuro y fragmentos que contienen un dominio VL o VH o incluso una region determinante
complementaria (CDR) que se une especificamente a un antigeno, en ciertos casos, modificado genéticamente para
contener o fusionarse a una regién de unién a FcyR.

En ciertas realizaciones, la invencion abarca inmunoglobulinas que comprenden una regién Fc variante con una
afinidad mejorada para FcyRIIIA y / o FcyRIIA de tal manera que la inmunoglobulina tiene una funcion efectora
aumentada, por ejemplo, citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos. La funcion efectora de las
moléculas de la invencion puede ensayarse usando cualquier ensayo descrito en el presente documento o conocido
por los expertos en la técnica. En algunas realizaciones, las inmunoglobulinas que comprenden una region Fc
variante con una afinidad mejorada para FcyRIIIA y/o FcyRIIA tienen una actividad de ADCC mejorada con respecto
al tipo salvaje en al menos 2 veces, al menos 4 veces, al menos 8 veces, al menos 10 veces, al menos 50 veces, o
al menos 100 veces.

La invencién abarca la ingenieria de anticuerpos terapéuticos humanos o humanizados (por ejemplo, anticuerpos
monoclonales especificos de tumores) en la region Fc por modificacion de residuos de aminoacidos, modificaciones
que modulan la afinidad del anticuerpo terapéutico para un receptor activador de FcyR y/o un anticuerpo FcyR
receptor inhibidor. En una realizacion, la invencion se refiere a la ingenieria de anticuerpos terapéuticos humanos o
humanizados (por ejemplo, anticuerpos monoclonales especificos de tumores) en la region Fc por modificacion de
residuos de aminoacidos, modificaciones que aumentan la afinidad de la regién Fc para FcyRIIIA y/o FcyRIIA. En
otra realizacion, la invencion se refiere a la ingenieria de anticuerpos terapéuticos humanos o humanizados (por
ejemplo, anticuerpos monoclonales especificos de tumores) en la region Fc mediante la modificacion de residuos de
aminoacidos, modificacion que aumenta la afinidad de la regiéon Fc para FcyRIIA y/o FcyRIIA y disminuye
adicionalmente la afinidad de la region Fc por FcyRIIB. Los anticuerpos terapéuticos manipulados pueden tener
adicionalmente una funcién efectora mejorada, por ejemplo, actividad de ADCC mejorada, actividad de fagocitosis,
etc., segun se determina mediante ensayos estandar conocidos por los expertos en la técnica.

En una realizacion especifica, la invencién abarca la ingenieria de un anticuerpo monoclonal humanizado especifico
para el protooncogén Her2/neu (por ejemplo, el anticuerpo humanizado Ab4D5 como se describe en Carter et al.,
1992, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 89: 4285-9) mediante modificacion (por ejemplo, sustitucion, insercion, eliminacion)
de residuos de aminoacidos cuya modificacion aumenta la afinidad de la region Fc para FcyRIIIA y/o FcyRIIA. En
otra realizacion especifica, la modificacién del anticuerpo monoclonal humanizado Her2/neu también puede
disminuir adicionalmente la afinidad de la region Fc por FcyRIIB. En aun otra realizacion especifica, los anticuerpos
monoclonales humanizados modificados genéticamente especificos para Her2/neu pueden tener adicionalmente una
funcién efectora mejorada determinada por ensayos convencionales conocidos en la técnica y descritos y
ejemplificados aqui.

En otra realizacion especifica, la invenciéon abarca la ingenieria de un anticuerpo monoclonal anti-CD20 quimérico
humano de ratdon, 2H7 por modificacion de residuos de aminoacidos cuya modificacion aumenta la afinidad de la
region Fc para FcyRIIIA y/o FcyRIIA. En otra realizaciéon especifica, la modificacion del anticuerpo monoclonal anti-
CD20, 2H7 también puede disminuir adicionalmente la afinidad de la regién Fc para FcyRIIB. En aun otra realizacion
especifica, el anticuerpo monoclonal anti-CD20 modificado. 2H7 pueden tener ademas una funcién efectora
mejorada determinada por los ensayos estandar conocidos en la técnica y descritos y ejemplificados en el presente
documento.

En otra realizacién especifica, la invencion abarca la ingenieria de un anticuerpo anti-FcyRIIB que incluye pero no se
limita a cualquiera de los anticuerpos descritos en la Solicitud de los Estados Unidos No. 10/643.857 presentada el
14 de Agosto de 2003, que tiene el Expediente de Apoderado No. 011183 -010-999, por modificacion de residuos de
aminoacidos cuya modificacion aumenta la afinidad de la regién Fc para FcyRIIIA y/o FcyRIIA. Ejemplos de
anticuerpos anti-FcyRIIB que pueden ser manipulados de acuerdo con los métodos de la invencion son anticuerpos
monoclonales 2B6 que tienen el nimero de acceso ATCC PTA-4591 y 3H7 que tienen el nimero de acceso ATCC
PTA-4592 (depositado en ATCC, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 02209-2011. En otra realizacion
especifica, la modificacién del anticuerpo anti-FcyRIIB también puede disminuir adicionalmente la afinidad de la
region Fc para FcyRIIB En otra realizacion especifica, el anticuerpo anti-FcyRIIB modificado genéticamente puede
tener ademas una funcién efectora mejorada determinada por los ensayos convencionales conocidos en la técnica y
descritos y ejemplificados en el presente documento.

La presente invencion también incluye polinucledtidos que codifican una molécula de la invencion, incluyendo
polipéptidos y anticuerpos, identificados mediante los métodos de la presente invencion.
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Los polinucleétidos que codifican las moléculas de la invencion pueden obtenerse, y la secuencia de nucleétidos de
los polinucledtidos puede ser determinada, por cualquier método conocido en la técnica. La invencion se refiere a un
acido nucleico aislado que codifica una molécula de la invencién. La invenciéon también proporciona un vector que
comprende dicho acido nucleico. La invencion proporciona ademas células huésped que contienen los vectores o
polinucleétidos de la invencion.

Se describen métodos para la produccion de las moléculas de la invencion. Las moléculas de la invencion,
incluyendo polipéptidos y anticuerpos, se pueden producir por cualquier método conocido por los expertos en la
técnica, en particular, por expresion recombinante. En una realizacién especifica, la invencion se refiere a un método
para producir de manera recombinante una molécula de la invencion, comprendiendo dicho método: (i) cultivar en un
medio una célula huésped que comprende un acido nucleico que codifica dicha molécula, bajo condiciones
adecuadas para la expresion de dicha molécula; y (ii) recuperacion de dicha molécula de dicho medio.

Las moléculas identificadas de acuerdo con los métodos son Utiles para prevenir, tratar o mejorar uno o mas
sintomas asociados con una enfermedad, trastorno o infeccién. Las moléculas de la invenciéon son particularmente
utiles para el tratamiento o prevencion de una enfermedad o trastorno en el que se desea una eficacia mejorada de
la funcidon de las células efectoras (por ejemplo, ADCC) mediada por FcyR, por ejemplo, cancer, enfermedad
infecciosa y en el aumento de la eficacia terapéutica de anticuerpos terapéuticos cuyo efecto esta mediado por
ADCC.

En una realizacion, la invencion abarca las moléculas de la invencion para uso en el tratamiento de cancer en un
paciente que tiene un cancer caracterizado por un antigeno de cancer, comprendiendo dicho método administrar
una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo terapéutico que se une al antigeno de cancer, que ha sido
fabricado de acuerdo con los métodos de la invencidon. En una realizacién especifica, la invenciéon abarca las
moléculas de la invencién para uso en el tratamiento de cancer en un paciente que tiene un cancer caracterizado por
un antigeno de cancer, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo
terapéutico que se une especificamente a dicho antigeno de cancer, que comprende una region Fc variante, en la
que dicha regién Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje
como se define en la reivindicaciéon 1, de tal manera que dicho anticuerpo terapéutico se une especificamente a
FcyRIIA con una mayor afinidad que el anticuerpo terapéutico que comprende la regiéon Fc de tipo salvaje se une a
FcyRIIA. La invencién abarca moléculas de la invencion para uso en el tratamiento de cancer en un paciente
caracterizado por un antigeno de cancer, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz o un
anticuerpo terapéutico que se une especificamente a dicho antigeno de cancer y dicho anticuerpo terapéutico
comprende una region Fc variante de modo que el anticuerpo tiene una actividad ADCC mejorada.

También se describe un método para tratar un trastorno autoinmune y/o un trastorno inflamatorio en un paciente que
lo necesite, comprendiendo dicho método administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de una
molécula que comprende una region Fc variante, donde dicha regién Fc variante comprende al menos una
modificacion de aminoacidos relativa a una region Fc de tipo salvaje, de manera que dicha molécula se une
especificamente a FcyRIIB con una afinidad mayor que una molécula comparable que comprende la regiéon Fc de
tipo salvaje y dicha molécula se une especificamente a FcyRIIIA con una afinidad menor que una molécula
comparable que comprende la regién Fc de tipo salvaje, y dicha molécula se une a un complejo inmune (por
ejemplo, un complejo antigeno/anticuerpo). La invencion abarca un método para tratar un trastorno autoinmune y/o
un trastorno inflamatorio que comprende ademas la administracion de uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos
adicionales, por ejemplo, agentes inmunomoduladores, agentes antiinflamatorios, utilizados para el tratamiento y/o
prevencion de tales enfermedades.

También se describen métodos para tratar o prevenir una enfermedad infecciosa en un sujeto que comprende
administrar una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de una o mas moléculas de la invencién que se unen
a un agente infeccioso o receptor celular de la misma. Las enfermedades infecciosas que pueden ser tratadas o
evitadas por las moléculas de la invencién son causadas por agentes infecciosos que incluyen pero no se limitan a
virus, bacterias, hongos, protozoos y virus.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, las moléculas de la invencion que comprenden regiones Fc variantes
tienen una funcidon efectora de anticuerpos mejorada hacia un agente infeccioso, por ejemplo, una proteina
patégena, con relacion a una molécula comparable que comprende una region Fc de tipo salvaje. En una realizacion
especifica, las moléculas de la invencion mejoran la eficacia del tratamiento de una enfermedad infecciosa
aumentando la fagocitosis y/o la opsonizacion del agente infeccioso que causa la enfermedad infecciosa. En otra
realizacion especifica, las moléculas de la invencién mejoran la eficacia del tratamiento de una enfermedad
infecciosa aumentando el ADCC de las células infectadas que causan la enfermedad infecciosa.

En algunos casos, las moléculas de la invencion pueden administrarse en combinacion con una cantidad terapéutica
o profilacticamente eficaz de uno o agentes terapéuticos adicionales conocidos por los expertos en la técnica para el
tratamiento y/o la prevencion de una enfermedad infecciosa. La invencion contempla moléculas de la invencion en
combinacién con antibidticos conocidos por los expertos en la técnica para su uso en el tratamiento y/o prevencion
de una enfermedad infecciosa.
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La invencion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden una molécula de la invencion, por ejemplo,
un polipéptido que comprende una region Fc variante, una inmunoglobulina que comprende una region Fc variante,
un anticuerpo terapéutico disefiado de acuerdo con la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La
invencion proporciona adicionalmente composiciones farmacéuticas que comprenden ademas uno o mas agentes
terapéuticos adicionales, incluyendo, pero no limitando, agentes anticancerigenos, agentes antiinflamatorios,
agentes inmunomoduladores.

3.1 Definiciones

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “region Fc” se utiliza para definir una regién C-terminal de
una cadena pesada de IgG. Aunque los limites pueden variar ligeramente, la region Fc de la cadena pesada de I1gG
humana se define para estirarse de Cys226 al extremo carboxi. La regién Fc de una IgG comprende dos dominios
constantes, CH2 y CH3. El dominio CH2 de una regién Fc de IgG humana se extiende normalmente desde los
aminoacidos 231 al aminoacido 341. El dominio CH3 de una region Fc de IgG humana se extiende normalmente
desde los aminoacidos 342 a 447. El dominio CH2 de una region Fc de IgG humana (también denominado dominio
"Cy2") se extiende normalmente desde el aminoacido 231-340. El dominio CH2 es Unico en que no esta
estrechamente emparejado con otro dominio. Mas bien, dos cadenas de carbohidratos ramificados unidos a N se
interponen entre los dos dominios CH2 de una IgG nativa intacta.

A lo largo de la presente especificacion, la numeracion de los residuos en una cadena pesada de IgG es la del indice
de la UE como en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, NH1,
MD (1991). El "indice de la UE como en Kabat" se refiere a la numeracion del anticuerpo IgG1 EU humano.

La "region bisagra" se define generalmente como estiramiento de Glu216 a Pro230 de IgG1 humana. Las regiones
de bisagra de otros isotipos de IgG pueden alinearse con la secuencia de IgG1 colocando los residuos de cisteina
primero y ultimo formando enlaces S-S de cadena intermedia-pesada en las mismas posiciones.

Como se usan aqui, los términos “anticuerpo” y “anticuerpos” se refieren a anticuerpos monoclonales, anticuerpos
multiespecificos, anticuerpos humanos, anticuerpos humanizados, anticuerpos sintéticos, anticuerpos quiméricos,
anticuerpos policlonales, anticuerpos camelizados, Fvs de cadena sencilla (scFv), anticuerpos de cadena sencilla ,
Fragmentos Fab, fragmentos F(ab'), Fvs biespecificos unidos por disulfuro (sdFv), intracuerpos y anticuerpos
antiidiotipicos (anti-Id) (incluyendo, por ejemplo, anticuerpos anti-ld y anti-ld para anticuerpos de la invencion), y
fragmentos de unién al epitopo de cualquiera de los anteriores. En particular, los anticuerpos incluyen moléculas de
inmunoglobulina y fragmentos inmunolégicamente activos de moléculas de inmunoglobulina, es decir, moléculas que
contienen un sitio de union al antigeno. Las moléculas de inmunoglobulina pueden ser de cualquier tipo (por
ejemplo, IgG, IgE, IgM, IgD, IgA e IgY), clase (por ejemplo IgG+, 19G2, IgGs, 1I9G4, IgA1 e IgA2) o subclase.

Tal como se usa en el presente documento, el término “derivado” en el contexto de polipéptidos o proteinas se
refiere a un polipéptido o proteina que comprende una secuencia de aminodacidos que ha sido alterada por la
introduccién de sustituciones, eliminaciones o adiciones de residuos de aminoacidos. El término “derivado”, como se
usa en el presente documento, también se refiere a un polipéptido o proteina que ha sido modificado, es decir, por la
union covalente de cualquier tipo de molécula al polipéptido o proteina. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion,
puede modificarse un anticuerpo, por ejemplo por glicosilacién, acetilacion, pegilacion, fosforilacion, amidacion,
derivatizacion por grupos protectores/bloqueantes conocidos, escision proteolitica, enlace a un ligando celular u otra
proteina, etc. Un polipéptido o proteina derivada puede producirse mediante modificaciones quimicas usando
técnicas conocidas por los expertos en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, escision quimica especifica,
acetilacion, formilacién, sintesis metabdlica de tunicamicina, etc. Ademas, un polipéptido derivado o derivado de
proteina posee una funcién similar o idéntica a la del polipéptido o proteina a partir de la cual se derivo.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “derivado” en el contexto de un derivado no proteico se
refiere a una segunda molécula organica o inorganica que se forma sobre la base de la estructura de una primera
molécula organica o inorganica. Un derivado de una molécula organica incluye, pero no se limita a, una molécula
modificada, por ejemplo, mediante la adicion o eliminacion de un grupo hidroxilo, metilo, etilo, carboxilo o amina. Una
molécula organica también puede estar esterificada, alquilada y/o fosforilada.

Como se usa en este documento, los términos "trastorno" y "enfermedad" se usan indistintamente para referirse a
una condicién en un sujeto. En particular, el término "enfermedad autoinmune" se usa indistintamente con el término
"trastorno autoinmune" para referirse a una afeccidon en un sujeto caracterizada por lesion celular, de tejido y/u
organo causada por una reaccion inmunoldgica del sujeto a sus propias células, tejidos y/u 6rganos. El término
"enfermedad inflamatoria" se usa indistintamente con el término "trastorno inflamatorio" para referirse a una afeccion
en un sujeto caracterizada por inflamacion, preferiblemente inflamacién crénica. Los trastornos autoinmunes pueden
o0 no estar asociados con la inflamacién. Ademas, la inflamacion puede o no ser causada por un trastorno
autoinmune. Por lo tanto, ciertos trastornos pueden caracterizarse como trastornos tanto autoinmunes como
inflamatorios.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “cancer” se refiere a un neoplasma o tumor que resulta de
un crecimiento anormal no controlado de las células. Como se usa aqui, el cancer incluye explicitamente, leucemias
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y linfomas. En algunas realizaciones, el cancer se refiere a un tumor benigno, que ha permanecido localizado. En
otras realizaciones, el cancer se refiere a un tumor maligno, que ha invadido y destruido las estructuras del cuerpo
vecino y se ha diseminado a sitios distantes. En algunas realizaciones, el cancer esta asociado con un antigeno de
cancer especifico.

Tal como se usa en el presente documento, el término "agente inmunomodulador" y sus variaciones se refieren a un
agente que modula el sistema inmune de un huésped. En ciertas realizaciones, un agente inmunomodulador es un
agente inmunosupresor. En ciertas otras realizaciones, un agente inmunomodulador es un agente
inmunoestimulador. Los agentes inmunomoduladores incluyen, pero no se limitan a, moléculas pequenas, péptidos,
polipéptidos, proteinas de fusion, anticuerpos, moléculas inorganicas, agentes miméticos y moléculas organicas.

Como se usa en el presente documento, el término “epitopo” se refiere a un fragmento de un polipéptido o proteina o
una molécula no proteica que tiene actividad antigénica o inmunogénica en un animal, preferiblemente en un
mamifero, y lo mas preferiblemente en un ser humano. Un epitopo que tiene actividad inmunogénica es un
fragmento de un polipéptido o proteina que provoca una respuesta de anticuerpos en un animal. Un epitopo que
tiene actividad antigénica es un fragmento de un polipéptido o proteina al que se une inmunoespecificamente un
anticuerpo segun se determina por cualquier método bien conocido por un experto en la técnica, por ejemplo
mediante inmunoensayos. Los epitopos antigénicos no tienen necesariamente que ser inmunogénicos.

Tal como se usa en el presente documento, el término "fragmento" se refiere a un péptido o polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 5 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 10 residuos
de aminoacidos contiguos, al menos 15 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 20 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos 25 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 40 residuos de aminoacidos contiguos, al
menos 50 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 60 residuos amino contiguos, al menos 70 restos de
aminoacidos contiguos, al menos 80 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 90 residuos de aminoacidos
contiguos, al menos 100 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 125 residuos de aminoacidos contiguos, al
menos 150 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 175 residuos de aminoacidos contiguos, al menos 200
residuos de aminoacidos contiguos o al menos 250 residuos de aminoacidos contiguos de la secuencia de
aminoacidos de otro polipéptido. En una realizacion especifica, un fragmento de un polipéptido retiene al menos una
funcién del polipéptido.

Como se usan aqui, los términos "acidos nucleicos" y "secuencias de nucleotidos" incluyen moléculas de ADN (por
ejemplo, ADNc o ADN genémico), moléculas de ARN (por ejemplo, ARNm), combinaciones de moléculas de ADN y
ARN o moléculas hibridas de ADN/ARN, y analogos de moléculas de ADN o ARN. Dichos analogos se pueden
generar usando, por ejemplo, analogos de nucleétidos, que incluyen, pero no se limitan a, inosina o bases tritiladas.
Tales analogos pueden comprender también moléculas de ADN o ARN que comprenden cadenas dorsales
modificadas que dan atributos beneficiosos a las moléculas tales como, por ejemplo, resistencia a nucleasas o una
capacidad incrementada de cruzar membranas celulares. Los acidos nucleicos o secuencias de nucleétidos pueden
ser de cadena sencilla, de doble cadena, pueden contener tanto porciones de cadena sencilla como de doble
cadena, y pueden contener porciones de triple cadena, pero preferiblemente es ADN de doble cadena.

Como se usa en el presente documento, una "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a esa cantidad del agente
terapéutico suficiente para tratar o manejar una enfermedad o trastorno. Una cantidad terapéuticamente eficaz
puede referirse a la cantidad de agente terapéutico suficiente para retrasar o minimizar el inicio de la enfermedad,
por ejemplo, retardar o minimizar la propagacion del cancer. Una cantidad terapéuticamente eficaz también puede
referirse a la cantidad del agente terapéutico que proporciona un beneficio terapéutico en el tratamiento o manejo de
una enfermedad. Ademas, una cantidad terapéuticamente eficaz con respecto a un agente terapéutico de la
invencion significa la cantidad de agente terapéutico solo, o en combinacion con otras terapias, que proporciona un
beneficio terapéutico en el tratamiento o manejo de una enfermedad.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "agente profilactico" y "agentes profilacticos" se refieren a
cualquier agente o agentes que se pueden usar en la prevencion de un trastorno o prevencion de la reaparicion o
diseminacion de un trastorno. Una cantidad profilacticamente eficaz puede referirse a la cantidad de agente
profilactico suficiente para prevenir la recurrencia o propagacion de una enfermedad hiperproliferativa, en particular
el cancer, o la aparicién de la misma en un paciente, incluyendo pero no limitandose a aquellos predispuestos a
enfermedad hiperproliferativa, por ejemplo aquellos genéticamente predispuestos al cancer o previamente expuesto
a carcindgenos. Una cantidad profilacticamente eficaz también puede referirse a la cantidad del agente profilactico
que proporciona un beneficio profilactico en la prevenciéon de la enfermedad. Ademas, una cantidad
profilacticamente eficaz con respecto a un agente profilactico de la invencion significa esa cantidad de agente
profilactico solo, o en combinacién con otros agentes, que proporciona un beneficio profilactico en la prevencion de
la enfermedad.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “prevenir”, “que previene” y “prevencion” se refieren a la
prevencion de la recurrencia o inicio de uno o mas sintomas de un trastorno en un sujeto como resultado de la
administracion de un agente profilactico o terapéutico.

Tal como se utiliza aqui, el término "en combinacion" se refiere al uso de mas de un agente profilactico y/o
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terapéutico. El uso del término "en combinacion” no restringe el orden en el que se administran agentes profilacticos
y/o terapéuticos a un sujeto con un trastorno. Se puede administrar un primer agente profilactico o terapéutico antes
(por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas,
48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas o
12 semanas antes), concomitantemente con, o posterior a (por ejemplo, 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45
minutos , 1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 96 horas, 1 semana, 2 semanas,
3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 8 semanas, o 12 semanas después) la administracién de un
segundo agente profilactico o terapéutico a un sujeto con un trastorno.

"Funcion efectora”, como se usa en el presente documento, significa un evento bioquimico que resulta de la
interaccion de una region Fc del anticuerpo con un receptor o ligando de Fc. Las funciones efectoras incluyen, pero
no se limitan a, citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos (ADCC), fagocitosis mediada por
células dependientes de anticuerpos (ADCP) y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Las funciones
efectoras incluyen tanto las que operan después de la unidn de un antigeno como las que operan
independientemente de la unién al antigeno.

"Célula efectora", como se usa en el presente documento, significa una célula del sistema inmunitario que expresa
uno o mas receptores Fc y media una o mas funciones efectoras. Las células efectoras incluyen pero no se limitan a
monocitos, macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, eosindfilos, mastocitos, plaquetas, células B, linfocitos
granulares grandes, células de Langerhans, células asesinas naturales (NK) y pueden ser de cualquier organismo
incluyendo pero no limitado a humanos, ratones, ratas, conejos y monos.

El término "ligando Fc" tal como se utiliza en el presente documento, significa una molécula, preferiblemente un
polipéptido, de cualquier organismo que se une a la regiéon Fc de un anticuerpo para formar un complejo ligando Fc.
Fc incluyen pero no se limitan a FcyRs, FcyRs, FcyRs, FcRn, C1q, C3, proteina A estafilocécica, proteina G
estreptocécica y FcyR virico. Los ligandos Fc pueden incluir moléculas no descubiertas que se unen a Fc.

4. Breve descripcion de los dibujos
Figura 1 Analisis SDS-PAGE de FcyR recombinante soluble

La pureza de las proteinas FcyR solubles recombinantes se evalué mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
al 10%. Los geles se tifieron con azul de Coomassie. Carril 1: FcyRIIIA soluble recombinante purificado; Carril 2:
marcador de peso molecular; Carril 3: marcador de peso molecular; Carril 4: FcyRIIB soluble recombinante
purificado. Los guiones se refieren al peso molecular de los marcadores, de arriba hacia abajo, que corresponden a
un peso molecular de 98, 50, 36 y 22 KDa, respectivamente.

Figura 2 Ensayo ELISA de FcyR recombinante soluble

La union directa de FcyRIIIA soluble recombinante purificado a IgG agregada y monomérica se determind usando un
ensayo ELISA. La uniéon de IgG (A ) agregada con 3G8; (¢) IgG biotinilada; (m) IgG agregada; (X) IgG agregada con
IgG1 de raton.

Figuras 3 A y B Caracterizacion del complejo tetramérico FcyRIIIA usando un ensayo ELISA

A. El complejo tetramérico FcyRIIIA soluble se une especificamente a las IgG humanas monoméricas solubles. La
union de FcyRIIIA tetramérica soluble a IgG humana es bloqueada por 3G8 (¢), un anticuerpo monoclonal anti-
FcylllA de ratén; el anticuerpo monoclonal 4-4-20 que albergaba la mutacion D265A no fue capaz de bloquear la
union de FcyRIIIA tetramérico soluble a IgG humana agregada (A).

B. La unién del complejo tetramérico soluble FcyRIIIA a IgG humana monomérica soluble (m) se compara con la
union de FcyRIIA soluble monomérico a IgG humana monomeérica soluble (¢).

Figuras 4 A y B Caracterizacion del complejo tetramérico FcyRIIIA utilizando un ensayo de perlas magnéticas

A. Complejo FcyRIIIA: dos FcyRIIIA (forma rellena) estan unidos por un anticuerpo monoclonal DJ130c (1°" Ab); el
F(ab), antiratén se conjuga con PE (circulo).

B. Analisis FACS de FcyRIIIA unido a perlas recubiertas de Fc: (a) perlas solas; (b) complejos sin FcyRIIIA; (c)
complejo con FcyRIIIA; (d) complejo con FcyRIIA y LNK16.

Figura 5 Presentacion esquematica de Fc que contiene constructos

Se presenta un diagrama esquematico de los dominios Fc de IgG1 clonados en pYD1. La caja abierta representa los
dominios bisagra-CH2-CH3; las lineas verticales paralelas representan el dominio CH1. En el caso de las
construcciones GIF206 y 227; se muestran los aminoacidos N-terminales. Los residuos subrayados corresponden a
la region bisagra; el * representa la etiqueta de epitopo de Xpress; las cajas sombreadas representan el enlazador
Gly4-Ser, y las cajas punteadas representan el gen Aga2p.
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Figuras 6A-H Analisis FACS de las proteinas de fusion Fc en la pared celular de levaduras

Las células se incubaron con un anticuerpo policlonal de cabra anti-Fc humano conjugado con PE (Figuras 6A-D) o
con HP6017 (Sigma), un anticuerpo monoclonal especifico Fc (CH3) anti-lgG1 humano de raton (Figuras 6E-H). Ay
E representan vector solo; los paneles B y F representan la construccion CH1-CH3; los paneles C y G representan el
GIF227; y los paneles D y H representan el constructo GIF 206.

Figuras 7A-C Unién de FcyRIIIA tetramérica soluble a las proteinas de fusion Fc visualizadas en superficie

Células que contienen pYD1-CH1 (A); pYD-CH1-265A (B); y el vector pYD (C) en condiciones para expresar
proteinas de fusion Aga2p en la superficie celular. Las células se incubaron con FcyRIlIIA a 0.15 mM, 7.5 mM y 7.5
mM, respectivamente, y se analizaron mediante FACS.

Figura 8 Caracterizacion de la union de FcyRIIIA tetramérica soluble a las proteinas de fusiéon Fc visualizadas en
superficie

Se analizé la unién del complejo tetramero FcyRIIIA a las proteinas de fusién Fc en la superficie de la célula de
levadura. Se preincubaron complejos de FcyRIIIA tetramérica PE-conjugados con diferentes concentraciones de 3G8
(), LNK (A) o un control de isotipo irrelevante (m), y posteriormente se incubaron con las células de levadura. Las
células fueron analizadas por FACS en cuanto a la fluorescencia de PE. El porcentaje de células que unieron el
complejo tetramero de FcyRIIIA se representaron en el gje y.

Figura 9 Ejemplo de portal de clasificacion para seleccionar mutantes Fc con una unién aumentada a FcyRIIIA

Las células se tifieron con complejos tetraméricos FcyRIIIA conjugados con PE (eje y) y anticuerpo conjugado con
Fc-FITC (eje x). El area en caja representa el portal de clasificacion establecida para seleccionar ~1.0 % de la
poblacién de células.

Figuras 10A-N Analisis FACS de algunos de los mutantes Fc identificados que tienen una afinidad aumentada para
los complejos tetraméricos FcyRIIA

Los clones individuales que albergaban el plasmido pYD-CH1 que contenia mutaciones Fc independientes se
amplificaron en medios selectivos que contenian glucosa, fueron inducidos para la expresion de Fc en medio
selectivo que contenia galactosa y posteriormente analizados por FAC. Las Figuras 10A y B representan células que
albergan Fc de tipo salvaje; las Figuras 10C y D representan el mutante # 5; las Figuras 10E y F representan el
mutante # 20; las Figuras 10G y H representan el mutante # 21; las Figuras 10 | y J representan el mutante # 24; las
Figuras 10K y L representan el mutante # 25; las Figuras. 10M y N representan el mutante # 27. Las células se
tiferon con el complejo tetramérico FcyRIIIA (Figuras 10A, C, E, G, I, K y M) o el complejo tetramero FcyRIIB
(Figuras 10B, D, F, H, J, L, y N).

Figuras 11 A-B Caracterizacion de los mutantes Fc en el anticuerpo monoclonal 4-4-20 por ELISA

Los dominios Fc de los plasmidos pYD-CH1 se clonaron en la cadena pesada del anticuerpo monoclonal quimérico
4-4-20. El anticuerpo monoclonal 4-4-20 se expreso en células 293 y se recogieron los sobrenadantes. Las placas
de ELISA se recubrieron con BSA conjugado con fluoresceina para capturar los anticuerpos quiméricos 4-4-20
mutantes. Los receptores FcyRIIIA (A) y FcyRIIB (B) se recubrieron luego sobre las placas ELISA a las que se
habian absorbido los anticuerpos monoclonales 4-4-20 con el fin de determinar las afinidades relativas de los
receptores variantes a los dominios Fc. Los mutantes # 15 y # 29 fueron aislamientos no enlazantes incluidos como
controles.

Figura 12 Actividad ADCC de mutantes en el anticuerpo monoclonal 4-4-20

Anticuerpos 4-4-20 que contienen las regiones mutantes Fc fueron evaluados para su actividad ADCC, y en
comparacion con la actividad de ADCC de un tipo salvaje 4-4-20 anticuerpos. Los mutantes analizados son los
siguientes: MGFc-10 (K288N, A330S, P396L), MGFc-26 (D265A), MGFc-27 (G316D, A378V, D399E), MGFc28
(N3151, A379M, D399E), MGFc29 (F243l, V379L, G420V), MGFc30 (F275V), MGFc-31 (P247L, N421K), MGFc-32
(D280E, S354F, A431D, L4411), MGFc-33 (K317N, F423 suprimido), MGFc-34 (F241L, E258G), MGFc-35 (R255Q,
K326E), MGFc-36 (K218R, G281D, G385R).

Figuras 13 Ay B Actividad ADCC de mutantes en el anticuerpo monoclonal Her2/neu humanizado

A. Los anticuerpos monoclonales HER2/neu humanizados que contenian regiones Fc mutantes se evaluaron para
su actividad ADCC y se compararon con la actividad ADCC de un anticuerpo Her2/neu de tipo salvaje. Los mutantes
analizados son los siguientes: MGFc-5 (V379M), MGFc-9 (F2431, V379L), MGFc-10 (K288N, A330S, P396L), MGFc-
13 (K334E, T359N, T366S), MGFc-27 (G316D, A378V, D399E).

B. Actividad ADCC de mutantes adicionales en el contexto del anticuerpo monoclonal humanizado Her2/neu MGFc-
37 (K248M), MGFc-39 (E293V Q295E, A327T), MGFc-38 (K392T, P396L), MGFc-41 (H268N, P396L), MGFc-23
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(K334E, R292L), MGFc-44, MGFc-45. Se probaron dos clones independientes para cada mutante.
Figura 14 Captura del anticuerpo CH 4-4-20 en la superficie BSA-FITC

Se inyectaron 6 pl de anticuerpo a una concentracion de aproximadamente 20 ug/ml a 5 pl/min sobre una superficie
de isotiocianato de BSA-fluoresceina (FITC). Se muestra el sensograma BlAcore de la unién de anticuerpos ch 4-4-
20 con regiones Fc mutantes en la superficie del buque sensor BSA-FITC inmovilizado. El marcador se ajusto en la
respuesta de anticuerpos capturados de tipo salvaje.

Figura 15 Sensograma de unién en tiempo real de FcyRIIIA A CH 4-4-20 anticuerpos que llevan regiones Fc
variantes

La unidon de FcyRIIIA a anticuerpos ch-4-4-20 que llevaban regiones Fc variantes se analizé a una concentracion de
200 nM. Las respuestas se normalizaron al nivel de anticuerpo ch-4-4-20 obtenido para el tipo salvaje.

Los mutantes utilizados fueron los siguientes: Mut 6 (S219V), Mut 10 (P396L, A330S, K288N); Mut 18 (K326E); Mut
14 (K334E, K288N); Mut 11 (R255L, F243L); Mut 16 (F372Y); Mut 19 (K334N, K246l).

Figuras 16 A-H Analisis de parametros cinéticos de FcyRIIIA que se une a anticuerpos que transportan regiones Fc
variantes

Los parametros cinéticos para la union de FcyRIIIA a anticuerpos que llevan regiones Fc variantes se obtuvieron
generando curvas de mejor ajuste separadas para 200 nM y 800 nM. La linea continua indica un ajuste de
asociacion que se obtuvo basado en los valores de Kapagado Calculados para las curvas de disociacion en el intervalo
de 32-34 seg. Los valores de Ky Y Kapagado representan el promedio de dos concentraciones.

Figura 17 Sensograma de union en tiempo real de proteinas de fusion FcyRIIB-Fc a anticuerpos que transportan
regiones Fc variantes

La union de proteinas de fusion FcyRIIB-Fc a anticuerpos ch-4-4-20 que llevaban regiones Fc variantes se analiz6 a
una concentracion de 200 nM. Las respuestas se normalizaron al nivel de anticuerpo ch-4-4-20 obtenido para el tipo
salvaje.

Figuras. 18 A-C Analisis de los parametros cinéticos FcyRIIB-Fc proteinas de fusion a anticuerpos que transportan
regiones Fc variantes

Se obtuvieron parametros cinéticos para la union de FcyRIIB-Fc a anticuerpos que llevaban regiones Fc variantes
generando curvas de mejor ajuste separadas para 200 nM y 800 nM. La linea continua indica un ajuste de
asociacion que se obtuvo basandose en los valores de Kapagado Calculados para las curvas de disociacion en los 32-
34 segundos de intervalo. Los valores de Ky Y Kapagado representan el promedio de dos concentraciones.

Los mutantes utilizados fueron los siguientes: Mut 6 (S219V), Mut 10 (P396L, A330S, K288N); Mut 18 (K326E); Mut
14 (K334E, K288N); Mut 11 (R255L, F243L); Mut 16 (F372Y); Mut 19 (K334N, K246l).

Figura 19 Relaciones de Kapagado (WT)/Kapagado (MUT) para FcyRIIIA-Fc representadas contra datos ADCC

Los numeros superiores a uno muestran una tasa de disociacion disminuida para la unién de FcyRIIIA y una tasa de
disociacion incrementada para la union de FcyRIIB-Fc con relacion al tipo salvaje. Los mutantes en la caja tienen
una tasa de descenso mas baja para la unién a FcyRIIIA y una tasa de liberacién mas alta para la unién a FcyRIIB-
Fc.

Figura 20 Competicién con FcyRIIIA no marcado

Se implemento una criba cinética para identificar mutantes de region Fc con velocidades de Kapagado mejoradas para
unirse a FcyRIIIA. Se incubd una biblioteca de variantes de la region Fc que contenia la mutacion P396L con 0.1 uM
de FcyRIlIA-Linker-Avitag biotinilado durante una hora y después se lavd. Posteriormente se incuba FcyRIIIA 0.8 pM
sin marcar con la levadura marcada para diferentes puntos de tiempo. La levadura se centrifugd y se separo el
FcyRIIIA sin marcar, se tifio la levadura unida al receptor con SA(estreptavidina):PE(ficoeritrina) para analisis FACS.

Figuras. 21 A-C Analisis FACS basado en la criba cinética

Basandose en el Kapagado Calculado a partir de los datos presentados en la Figura 20, se eligié una selecciéon de un
punto de tiempo de un minuto. Se incubd un exceso de 10 veces de la biblioteca con monémero FcyRIIIA-Linker-
Avitag biotinilado 0.1 pM; las células se lavaron e incubaron con ligando no marcado durante un minuto; después se
lavé y se marcé con SA:PE. Las células se clasificaron a continuacion mediante FACS, seleccionando los
aglutinantes superiores al 0.3%. La biblioteca de P396L no sintetizada se compard con las células de levadura
seleccionadas para una unién mejorada por FACS. Los histogramas muestran el porcentaje de células que se
cubren tanto con FcyRIIIA/PE como con Fc/FITC antihumano de cabra.
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Figuras 22 A-B Seleccion basada en la aplicacion de fases soélidas de enlazantes FcyRIIB Fc

A. La biblioteca P396L se seleccion6 basandose en la disminuciéon de FcyRIIB y en la seleccion de FcyRIIIA usando
perlas magnéticas. La disminucion de FcyRIIB por perlas magnéticas se repitié 5 veces. Se analizé la poblacion de
levadura resultante y se encontré que mostraba una tincién celular mayor que el 50% con Fc antihumano de cabra y
un porcentaje muy pequefio de células tefiidas con FcyRIIIA. Posteriormente, las células fueron seleccionadas dos
veces por FACS utilizando 0.1 uM biotinilado FcyRIIIA Linker-Avitag. Las células de levadura se analizaron tanto
para FcyRIIIA y FcyRIIB enlazante después de cada tipo y en comparacion con el tipo salvaje enlazante.

B. Los mutantes Fc se seleccionaron de la poblacion de levadura empobrecida FcyRIIB usando mondmero Avitag
FcyRIIA 158F biotinilado como ligando. El portal de clasificacion se ajusté para seleccionar los aglutinantes de
0.25% de FcyRIIIA 158F superiores. La poblacion enriquecida resultante se analizé por FACS para la unién a los
diferentes FcyRIIIA (158F y 158V), FcyRIIIB y FcyRIIA (131R).

Figura 23 Ratas relativas de la lisis de células diana SKBR3 mediada por mutantes FC de 4D5 quimérico

Las ratas relativas de lisis se calcularon para cada mutante Fc ensayado. Las ratas de lisis para el anticuerpo 4D5
con mutantes Fc se dividieron por la rata de lisis mediada por el anticuerpo 4D5 de tipo salvaje. Los datos de al
menos 2 ensayos independientes se promediaron y se representaron en el histograma. Para cada mutante Fc se
muestran datos de dos concentraciones de anticuerpo diferentes. Las concentraciones de anticuerpo se eligieron
para flanquear el punto a lo largo de la curva a la que la lisis era ~50%.

Figura 24 Ratas relativas de la lisis de células DAUDI mediada por mutantes FC quiméricos que alojan 2H7

Las ratas relativas de lisis se calcularon para cada mutante Fc ensayado. Las ratas de lisis para el anticuerpo 2H7
con mutantes Fc se dividieron por la rata de lisis mediada por el anticuerpo 2H7 de tipo salvaje. Los datos de al
menos 1-2 ensayos independientes se promediaron y se representaron en el histograma. Para cada mutante Fc, se
muestran los datos de dos concentraciones de anticuerpo diferentes. Las concentraciones de anticuerpo se eligieron
en base al punto a lo largo de la curva en el que la lisis era ~50%.

Figura 25 Esquema para la produccion de bibliotecas.

Se representan las cadenas de ADN. Las flechas hacia delante representan cebadores que contienen codones
mutantes. La flecha hacia atras representa el oligo especifico del gen reverso.

Figura 26 Estrategia para la produccion de bibliotecas mediante la construccion de construir un protocolo genético.

Las cajas rectangulares representan los dominios bisagra, CH2 y CH3, respectivamente. Las lineas negras cortas
representan los oligos de doble cadena con salientes 5'.

Figura 27 Mutantes novedosos de Fc mejoran ADCC medicado por PBMC en células SKBR3.

La grafica muestra un analisis de regresion lineal de un ensayo estandar de ADCC. Se tituld el anticuerpo a lo largo
de 3 registros utilizando una relacion efector a diana de 75:1. % de lisis = (liberacién experimental-SR)/((MR-SR) *
100.

Figura 28 Mutantes novedosos de Fc mejoran ADCC medicado por PBMC en células DAUDI.

La grafica muestra un andlisis de regresion lineal de un ensayo estandar de ADCC. Se tituld el anticuerpo a lo largo
de 3 registros utilizando una relacion efector a diana de 75:1. % de lisis = (liberacién experimental - SR)/(MR-SR) *
100.

Figura 29 Fc Perfiles de receptores via FACS sobre tratamiento con citoquina de monocitos.

El tratamiento con citoquinas de monocitos aumenta la expresion de receptor de Fc de baja afinidad. Los monocitos
elutriados se cultivaron usando citoquinas especificas en medio libre de suero. Los perfiles de los receptores Fc se
ensayaron usando FACS.

Figura 30 Mejoramiento de material celular de tumor utilizando mutantes de Fc en monocitos derivados de
macrofagos basados en ADCC.

La concentracion de MAb de Ch4D5 sobre 2 registros se ensayé utilizando la relacion efector:objetivo de 35:1. El
porcentaje de lisis se calculé como en la Figura 28.

Figura 31 Diagrama de flujo de ensayo de citotoxicidad dependiente de complemento.
El diagrama de flujo resume los ensayos de CDC utilizados.

Figura 32 Actividad de citotoxicidad dependiente de complemento
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Los mutantes Fc que muestran una unidon mejorada a FcyRIIIA también mostraron una actividad mejorada del
complemento. Se valoré el ChMAb anti-CD20 de mas de 3 6rdenes de magnitud. El porcentaje de lisis se calculd
como en la Figura 28.

Figura 33 Arbol de decision para la seleccion de mutantes Fc
Un protocolo de ejemplo para seleccionar mutantes Fc.
Figura 34 C1q con unién al anticuerpo 2B6

A. El diagrama representa el formato BlAcore para el analisis de la unién de 2B6 al primer componente de la
cascada complemento.

B. Sensograma de unién en tiempo real del anticuerpo 2B6 que lleva regiones Fc variantes a C1q.
Figuras 35 A-D C1q con unién al anticuerpo mutante 2B6.

Sensograma de union en tiempo real de mutantes 2B6 a C1q (3.25 nM). Los mutantes representados en MgFc51
(Q419H, P396L); MgFc51/60 en el Panel A; MgFc55 y MgFc55/60 (Panel B), MgFc59 y MgFc59/60 (Panel C); y
MgFc31/60 (Panel D).

Las Figuras. 36 A-D Variantes de Fc con unién disminuida a FcyRIIB

La unién de FcR a anticuerpos ch4D5 para comparar el efecto de D270E (60) sobre R255L, mutante doble P396L
(MgFc55). El Kp se analizé a diferentes concentraciones de FcR; 400 nM CD16A 158V; 800 nm CD16A 158F; 200
nM CD32B; 200 nM CD32A 131H. El analisis se realizé usando Kp separado usando el software Biacore 3000.

Figuras 37 A-D Caracteristicas cinéticas de mutantes 4D5 seleccionados de disminuciones de FcyRIIB/ seleccion
FcyRIIAH131

Unién de FcR a anticuerpos ch4D5 que portaban diferentes mutaciones Fc seleccionadas por disminucion de
CD32B y estrategia de seleccion de CD32A H131. El Kp se analizé a diferentes concentraciones de FcR; 400 nM
CD16A 158V; 800 nm CD16A 158F; 200 nM CD32B; 200 nM CD32A 131H. El analisis se realiz6 usando Kp
separado usando el software Biacore 3000.

Figura 38. Grafica de datos MDM ADCC contra el Kapacapo determinados para union CD32A 131H determinada por
biacore.

Los mutantes son los siguientes: MgFc 25 (E333A, K334A, S298A); MgFc68 (D270E); MgFc38 (K392T, P396L);
MgFc55 (R255L, P396L); MgFc31 (P247L, N421K); MgFc59 (K370E, P396L).

5. Descripcion de las realizaciones preferidas

La presente invencion se refiere a moléculas, preferiblemente polipéptidos, y mas preferiblemente inmunoglobulinas
(por ejemplo, anticuerpos), que comprenden una region Fc de IgG1 humana variante, que tiene modificaciones de
aminoacidos (por ejemplo, sustituciones, pero también incluyendo inserciones o eliminaciones) como se define en
reivindicacion 1 en una o mas regiones, modificaciones que alteran, por ejemplo, el aumento o la disminucion, la
afinidad de la region Fc variante para un FcyR. En algunas realizaciones, la invenciéon proporciona moléculas que
comprenden una region Fc variante, en la que dicha region Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos
relativas a una regiéon Fc de tipo salvaje, cuya region Fc variante se une a FcyRIIIA con una mayor afinidad, con
relacion a una molécula comparable, es decir, que es la misma que dicha molécula con una regién Fc variante pero
que no tiene las modificaciones de aminoacidos, que comprende la regidon Fc de tipo salvaje determinada por
métodos conocidos por un experto en la técnica para determinar las interacciones y los métodos de Fc-FcyR
descritos en el presente documento, por ejemplo, un ensayo ELISA o un ensayo de resonancia de plasmoén
superficial.

En una realizacion preferida, las moléculas de la invencion se unen especificamente a FcyRIIB (a través de la region
Fc) con una afinidad mas baja que la de una molécula comparable que comprende la region Fc de tipo salvaje
cuando se une a FcyRIIB. En algunas realizaciones, la invencion abarca moléculas que comprenden una region Fc
variante, en la que dicha regién Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una regiéon Fc de
tipo salvaje, cuya region Fc variante se une a FcyRIIIA y FcyRIIB con una mayor afinidad, con respecto a una
molécula comparable que comprende la region Fc de tipo salvaje. En otras realizaciones, la invencion abarca
moléculas que comprenden una region Fc variante, donde dicha regiéon Fc variante comprende modificaciones de
aminoacidos relativas a una regién Fc de tipo salvaje, cuya region Fc variante se une a FcyRIIB con una mayor
afinidad, con relacion a una molécula comparable que comprende la regidon Fc de tipo salvaje. En otras
realizaciones, la invencién abarca moléculas que comprenden una regién Fc variante, en donde dicha regién Fc
variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje, cuya region Fc variante
se une a FcyRIIB con una afinidad reducida, con respecto a una molécula comparable que comprende la regiéon Fc
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de tipo salvaje.

En una realizacion especifica, la invencion abarca moléculas que comprenden una regiéon Fc variante, en la que
dicha region Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje, cuya
region Fc variante sélo se une a un FcyR, en el que dicho FcyR es FeylllA. La invencion se refiere particularmente a
la modificacion de anticuerpos terapéuticos humanos o humanizados (por ejemplo, anticuerpos monoclonales
antiangiogénicos o antiinflamatorios especificos de tumores) para aumentar la eficacia de anticuerpos terapéuticos
mejorando, por ejemplo, la funcién efectora de los anticuerpos terapéuticos, por ejemplo, mejorando ADCC.

Las afinidades y propiedades de union de las moléculas de la invencion para un FcyR se determinan inicialmente
utilizando ensayos in vifro (ensayos basados en bioquimicos o inmunolégicos) conocidos en la técnica para
determinar las interacciones Fc-FcyR, es decir, la unién especifica de una region Fc a un FcyR incluyendo, pero sin
limitarse a, ensayo ELISA, ensayo de resonancia de plasmon superficial, ensayos de inmunoprecipitacion (véase la
seccion 5.2.1). Preferentemente, las propiedades de unién de las moléculas de la invencion se caracterizan también
por ensayos funcionales in vitro para determinar una o mas funciones de células efectoras mediadoras de FcyR
(véase la seccion 5.2.6). En las realizaciones mas preferidas, las moléculas de la invencion tienen propiedades de
union similares en modelos in vivo (tales como los descritos y divulgados aqui) como aquellos en ensayos basados
en in vitro. Sin embargo, la presente invencion no excluye moléculas de la invencién que no exhiban el fenotipo
deseado en ensayos basados en in vitro, pero si muestran el fenotipo deseado in vivo.

En algunas realizaciones, las moléculas de la invencién que comprenden una regiéon Fc variante comprenden al
menos una modificacion de aminoacidos en el dominio CH3 de la region Fc, que se define como extendiéndose
desde los aminoacidos 342-447. En otras realizaciones, las moléculas de la invencion que comprenden una region
Fc variante comprenden al menos una modificacién de aminoacidos en el dominio CH2 de la regién Fc, que se
define como extendiéndose desde los aminoacidos 231-341. En algunas realizaciones, las moléculas de la invencion
comprenden al menos dos modificaciones de aminoacidos, en las que una modificacion esta en la region CH3 y una
modificacion esta en la region CH2. La invencion comprende ademas la modificacion de aminoacidos en la region
bisagra. Las moléculas de la invencién con una o mas modificaciones de aminoacidos en los dominios CH2 y/o CH3
tienen afinidades alteradas para un FcyR determinado segun los métodos descritos en el presente documento o
conocidos por un experto en la técnica.

En una realizacion particular, la invencién abarca la modificacion de aminoacidos en el dominio CH1 de la regioén Fc.

En realizaciones particularmente preferidas, la invencion abarca moléculas que comprenden una region Fc variante
en la que dicha variante tiene una union aumentada a FcyRIIA (CD32A) y/o una actividad incrementada de ADCC.
Medido usando métodos conocidos por un experto en la técnica y ejemplificados en el presente documento. Los
ensayos ADCC usados de acuerdo con los métodos de la invencion pueden depender de NK o depender de
macrofagos.

Las variantes de Fc de la presente invencién se pueden combinar con otras modificaciones de Fc conocidas que
incluyen, pero sin limitarse a, modificaciones que alteran la funcién efectora y la modificacion que alteran la afinidad
de unién a FcyR.

Las variantes Fc de la presente invencion se pueden combinar con cualquiera de las modificaciones Fc conocidas
en la técnica tales como las que se describen en la Tabla 2 a continuacioén.

TABLA 2

Sustituciones

V264A

V264L

V264|

F241W

F241L

F243W

F243L
F241L/F243L/V2621/V264I
F241W/F243W
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F241W/F243W/V262AN264A
F241L/V262l

F243L/V264]
F243L/V2621/V264W
F241Y/F243Y/V262T/V264T
F241E/F243R/V262E/V264R
F241E/F243Q/V262T/V264E
F241R/F243Q/V262T/NV264R
F241E/F243Y/V262T/V264R
L328M

L328E

L328F

1332E

L328M/I332E

P244H

P245A

P247V

W313F
P244H/P245A/P247V
P247G

V2641/1332E

F241E/F243R/V262E/V264R/I332E
F241E/F243Q/V262T/V264E/1332E
F241R/F243Q/V262T/V264R/1332E
F241E/F243Y/NV262T/V264R/I332E

S298A
S298A/1332E
S298A/E333A/K334A
S239E/I1332E
S239Q/I332E
S239E

D265G

D265N
S239E/D265G
S239E/D265N
S239E/D265Q
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Y296E

Y296Q

S298T

S298N

T299I

A327S

A327N
S267Q/A327S
S267L/A327S
A327L

P329F

A330L

A330Y

1332D

N297S

N297D
N297S/I332E
N297D/1332E
N297E/I332E
D265Y/N297D/1332E
D265Y/N297D/T299L/I332E
D265F/N297E/I332E
L328I/1332E
L328Q/I332E
332N

1332Q

V264T

V264F

V2401

V263l

V266!

T299A

T299S

T299V

N325Q

N325L
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N325I

S239D
S239N
S239F
S239D/1332D
S239D/1332E
S239D/1332N
S239D/1332Q
S239E/1332D
S239E/I1332N
S239E/1332Q
S239N/1332D
S239N/I332E
S239N/I332N
S239N/1332Q
$239Q/1332D
S$239Q/I332N
S$239Q/1332Q
K326E
Y296D
Y296N
F241Y/F243Y/N262T/V264T/N297D/I332E
A330Y/I332E
V2641/A330Y/1332E
A330L/I332E
V2641/A330L/I332E
L234D

L234E

L234N

L234Q

L234T

L234H

L234Y

L234|

L234V

L234F
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L235D
L2358
L235N
L235Q
L235T
L235H
L235Y
L2358l
L235V
L235F
S239T
S239H
S239Y
V240A
V240T
V240M
V263A
V263T
V263M
V264M
V264Y
V266A
V266T
V266M
E269H
E269Y
E269F
E269R
Y296S
Y296T
Y296L
Y296I
A298H
T299H
A330V
A330I
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A330F

A330R

A330H

N325D

N325E

N325A

N325T

N325V

N325H

L328D/I332E

L328E/I332E

L328N/I332E

L328Q/I332E

L328V/I332E

L328T/I332E

L328H/I332E

L328I/1332E

L328A

1332T

1332H

1332Y

1332A

S239E/V2641/1332E
S239Q/V2641/1332E
S239E/V2641/A330Y/1332E
S239E/V2641/S298A/A330Y/1332E
S239D/N297D/1332E
S239E/N297D/I332E
S239D/D265V/N297D/1332E
S239D/D2651/N297D/1332E
S239D/D265L/N297D/1332E
S239D/D265F/N297D/1332E
S239D/D265Y/N297D/1332E
S$239D/D265H/N297D/1332E
S239D/D265T/N297D/1332E
V2641/N297D/I332E
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Y296D/N297D/I332E
Y296E/N297D/I332E
Y296N/N297D/I332E
Y296Q/N297D/1332E
Y296H/N297D/I332E
Y296T/N297D/1332E
N297D/T299V/I332E
N297D/T2991/1332E
N297D/T299L/I332E
N297D/T299F/1332E
N297D/T299H/1332E
N297D/T299E/I332E
N297D/A330Y/1332E

N297D/S298A/A330Y/I332E

S239D/A330Y/I1332E
S239N/A330Y/I332E
S239D/A330L/I332E
S239N/A330L/I332E
V2641/S298A/1332E

S239D/S298A/1332E
S239N/S298A/1332E
S239D/V2641/1332E

S239D/V2641/S298A/1332E
S239D/V2641/A330L/1332E

T256A
K290A
D312A
*K326A
S298A
E333A
K334A
E430A
T359A
K360A
E430A
K320M
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K326S

K326N

K326D

K326E

K334Q

K334E

K334M

K334H

K334V

K334L

A330K

T335K

A339T

E333A, K334A
T256A, S298A
T256A, D280A, S298A, T307A
S298A, E333A, K334A S298A, K334A
S298A, E333A
T256A

K290A

K326A

R255A

E258A

S267A

E272A

N276A

D280A

E283A

H285A

N286A

P331A

S337A

H268A

E272A

E430A

A330K
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R301M

H268N

H268S

E272Q
N286Q

N286S

N286D

K290S

K320M

K320Q

K320E

K320R

K322E

K326S

K326D

K326E

A330K

T335E

S267A, E258A
S267A, R255A
S267A, D280A
S267A, E272A
S267A, E293A
S267A, E258A, D280A, R255A
P238A

D265A

E269A

D270A

N297A

P329A
A327Q

S239A

E294A
Q295A
V303A

K246A
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[253A
T260A
K274A
V282A
K288A
Q311A
K317A
E318A
K338A
K340A
Q342A
R344A
E345A
Q347A
R355A
E356A
M358A
K360A
N361A
Q362A
Y373A
S375A
D376A
E380A
E382A
S383A
N384A
Q386A
E388A
N389A
N390A
Y391A
K392A
L398A
S400A
D401A
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D413A
K414A
S415A
R416A
Q418A
Q419A
N421A
V422A
S424A
E430A
H433A
N434A
H435A
Y436A
T437A

Q438A
K439A
S440A
S442A
S444A
K447A
K246M
K248M
Y300F

A330Q
K338M
K340M
A378Q
Y391F

En otras realizaciones, las variantes Fc de la presente invencion pueden combinarse con cualquiera de las
modificaciones Fc conocidas en la técnica tales como las que se describen en las Tablas 3A y B a continuacion.

Tabla 3A
Variante de | Posicion 300 Posicion 298 Posicion 296 Posicion 295 Posicion 294
inicio
Y3001 + — - S298N, S298V, | Y296P, Y296F, Q295K, E294N, E294A,
S298D,
o N276Q. Q295L, o E294Q, o
S298P, S298A,

29




ES 2637491 T3

S298G, Q295A. E294D.
S298T, o S298L.
Y300L + — - S298N, S298V, | Y296P, Y296F, Q295K, E294N, E294A,
S298D,
o N276Q. Q295L, o E294Q, o
S298P, S298A,
S298G, Q295A. E294D.
S298T, o S298L.
S298N + —» Y300I, Y300L, - Y296P, Y296F, Q295K, E294N, E294A,
O Y300F. o N276Q. Q295L, o E294Q, o
Q295A. E294D.
S298V + —» Y300I, Y300L, - Y296P, Y296F, Q295K, E294N, E294A,
o Y300F. o N276Q. Q295L, o E294Q, o
Q295A. E294D.
S298D + —» Y300I, Y300L, - Y296P, Y296F, Q295K, E294N, E294A,
o Y300F. o N276Q. Q295L, o E294Q, o
Q295A. E294D.
S298P + —» Y300I, Y300L, - Y296P, Y296F, Q295K, E294N, E294A,
o Y300F. o N276Q. Q295L, o E294Q, o
Q295A. E294D.
Y296P + —» Y300I, Y300L, S298N, S298vV, | - Q295K, E294N, E294A,
S298D,
o Y300F. Q295L, o E294Q, o
S298P, S298A,
S298G, Q295A. E294D.
S298T, o S298L.
Q295K + —» Y300I, Y300L, S298N, S298V, | Y296P, Y296F, - E294N, E294A,
S298D,
o Y300F. o N276Q. E294Q, o
S298P, S298A,
S298G, E294D.
S298T, o S298L.
Q295L + —» Y300I, Y300L, S298N, S298V, | Y296P, Y296F, - E294N, E294A,
S298D,
o Y300F. o N276Q. E294Q, o
S298P, S298A,
S298G, E294D.
S298T, o S298L.
E294N + —» Y300I, Y300L, S298N, S298V, | Y296P, Y296F, Q295K, -
S298D,
o Y300F. o N276Q. Q295L, o
S298P, S298A,
S298G, Q295A.

S298T, o S298L.

** Téngase en cuenta que la tabla utiliza la numeracion de la UE como en Kabat.
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Tabla 3B
Variante de Posicion 334 Posicion 333 Posicion 324 Posicién 286  Posicion 276
inicio
Y300l +  K334A, K334R, K334Q, E33A, E333Q, S324A, S324N,  N286Q, N276Q,
0 K334N, K334S, K334E, E333N, E333S, S324Q, S324K, N286S, N276A, o
K334D, K334M, K334Y, E333K, E333R, 0 S324E. N286A, o N276K.
K334W, K334H, K334V, o E333D, o E333G. N286D.
K334L.
Y300L + K334A, K334R, K334Q, E33A, E333Q, S324A, S324N,  N286Q, N276Q,
0 K334N, K334S, K334E, E333N, E333S, S324Q, S324K, N286S, N276A, o
K334D, K334M, K334Y, E333K, E333R, 0 S324E. N286A, o N276K.
K334W, K334H, K334V, o E333D, o0 E333G. N286D.
K334L.
S298N + K334A, K334R, K334Q, E33A, E333Q, S324A, S324N,  N286Q, N276Q,
0 K334N, K334S, K334E, E333N, E333S, S324Q, S324K, N286S, N276A, o
K334D, K334M, K334Y, E333K, E333R, 0 S324E. N286A, o N276K.
K334W, K334H, K334V, o E333D, o E333G. N286D.
K334L.
S298V + K334A, K334R, K334Q, E33A, E333Q, S324A, S324N,  N286Q, N276Q.
0 K334N, K334S, K334E, E333N, E333S, S324Q, S324K, N286S, N276A. o
K334D, K334M, K334Y, E333K, E333R, 0 S324E. N286A, o N276K.
K334W, K334H, K334V, o E333D, o E333G. N286D.
K334L.
S298D + K334A, K334R, K334Q, E33A, E333Q, S324A, S324N,  N286Q, N276Q.
0 K334N, K334S, K334E, E333N, E333S, S324Q, S324K, N286S, N276A, o
K334D, K334M, K334Y, E333K, E333R, 0 S324E. N286A, o N276K.
K334W, K334H, K334V, o E333D, o E333G. N286D.
K334L.
S298P + K334A, K334R, K334Q, E33A, E333Q, S324A, S324N,  N286Q, N276Q,
0 K334N, K334S, K334E, E333N, E333S, S324Q, S324K, N286S, N276A, o
K334D, K334M, K334Y, E333K, E333R, 0 S324E. N286A, o N276K.
K334W, K334H, K334V, o E333D, o0 E333G. N286D.
K334L.
Y296P + K334A, K334R, K334Q, E33A, E333Q, S324A, S324N,  N286Q, N276Q,
0 K334N, K334S, K334E, E333N, E333S, S324Q, S324K, N286S, N276A. o
K334D, K334M, K334Y, E333K, E333R, 0 S324E. N286A, o N276K.
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K334W, K334H, K334V, o E333D, o E333G. N286D.
K334L.
Q295K + K334A, K334R, K334Q, E33A, E333Q, S324A, S324N,  N286Q, N276Q,
0 K334N, K334S, K334E, E333N, E333S, S324Q, S324K,  N286S, N276A, o
K334D, K334M, K334Y, E333K, E333R, 0 S324E. N286A,0 N276K.
K334W, K334H, K334V, o E333D, o E333G. N286D.
K334L.
Q295L + K334A, K334R, K334Q, E33A, E333Q, S324A, S324N,  N286Q, N276Q,
0 K334N, K334S, K334E, E333N, E333S, S324Q, S324K,  N286S, N276A, o
K334D, K334M, K334Y, E333K, E333R, 0 S324E. N286A, o N276K.
K334W, K334H, K334V, o E333D, o E333G. N286D.
K334L.
E294N + K334A, K334R, K334Q, E33A, E333Q, S324A, S324N,  N286Q, N276Q,
0 K334N, K334S, K334E, E333N, E333S, S324Q, S324K,  N286S, N276A, o
K334D, K334M, K334Y, E333K, E333R, 0 S324E. N286A, o N276K.
K334W, K334H, K334V, o E333D, o E333G. N286D.

K334L.

** Téngase en cuenta que la tabla utiliza la numeracion de la UE como en Kabat.

En una realizacion especifica preferida, la invencion abarca una molécula que comprende una region Fc variante, en
la que dicha region Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje,
de tal manera que dicha molécula tiene una afinidad alterada para un FcyR siempre que dicha variante de la region
Fc no tiene una sustitucion en las posiciones que hacen un contacto directo con FcyR basado en el analisis
cristalografico y estructural de las interacciones Fc-FcyR tales como las descritas por Sondermann et al., 2000
(Nature, 406: 267-273). Ejemplos de posiciones dentro de la regidon Fc que hacen contacto directo con FcyR son
aminoacidos 234-239 (region bisagra), aminoacidos 265-269 (bucle B/C), aminoacidos 297-299 (bucle C'/E) y los
aminoacidos 234-239 (F/G) lazo. En algunas realizaciones, las moléculas de la invencién que comprenden regiones
Fc variantes comprenden la modificacion de al menos un residuo que hace un contacto directo con un lazo de FcyR
basado en el analisis estructural y cristalografico.

El dominio que interactia con FcyR se conecta a la region bisagra inferior y selecciona sitios dentro de los dominios
CH2 y CH3 de la cadena pesada de IgG. Los restos de aminoacidos que flanquean las posiciones reales de
contacto y los residuos de aminoacidos en el dominio CH3 desempefian un papel en las interacciones IgG/FcyR
como se indica mediante estudios de mutagénesis y estudios usando inhibidores peptidicos pequefios,
respectivamente (Sondermann et al., 2000 Nature, 406: 267-273, Diesenhofer et al., 1981, Biochemistry, 20: 2361-
2370, Shields et al., 2001, J. Biol. Chem. 276: 6591-6604. El contacto directo tal como se utiliza en el presente
documento se refiere a aquellos aminoacidos que estan dentro de por lo menos 1 A, por lo menos 2 o por lo menos
3 angstroms entre si o dentro de un radio Van Der Waals de 1 A, 1.2 A, 1.5 A, 1.7 A 0 2 A. Una lista de ejemplo de
sitios previamente identificados en el Fc que efectua la unién de las proteinas que interactian con Fc se enumera en
la Tabla 4 siguiente. En algunas realizaciones, la invencion abarca variantes de Fc que no tienen ninguna
modificacion en los sitios enumerados a continuacion. En otras realizaciones, la invencion abarca variantes de Fc
que comprenden modificaciones de aminoacidos en uno o mas sitios enumerados abajo en combinacion con otras
modificaciones descritas en el presente documento, de manera que dicha modificacion tenga un efecto sinérgico o
aditivo sobre la propiedad del mutante.

Tabla 4. Sitios anteriormente identificados en el Fc que efectdan la union de proteinas Fc interactivas.

FcR-Fc Dominio residuo FcRI FcRII FcRlll C1q FcRn
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CH2 31 c
CH2 312 ¢
CH2 315 ¢
CH2 317 c
CH2 322 ¢ ¢ E
CH2 326 ¢ E

AB CH2 327 D.C ¢ ¢

A CH2 328

A CH2 329 D.C ¢ ¢ E

A CH2 330
CH2 331 ¢ E

A CH2 332
CH2 333 ¢ E
CH2 334 ¢
CH2 337 ¢
CH2 338 ¢
CH3 339 ¢
CH3 360 [
CH3 362 [
CH3 376 ¢
CH3 378 ¢
CH3 380 [
CH3 382 ¢
CH3 414 ¢
CH3 415 ¢
CH3 424 [
CH3 428 E
CH3 430 ¢
CH3 433 [
CH3 434 ¢
CH3 435 [
CH3 436 [

La Tabla 4 lista sitios dentro de la region Fc que se han identificado previamente como importantes para la
interaccion Fc-FcR. Las columnas marcadas FcR-Fc identifican la cadena Fc contactada por el FcR. Las letras
identifican la referencia en la que se citaron los datos. C es Shields et al., 2001, J. Biol. Chem. 276: 6591-6604; D es
Jefferis et al., 1995, Immunol. Lett. 44: 111-7; E es Hinton et al; 2004, J. Biol. Chem. 279 (8): 6213-6; F es Idusogie
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et al., 2000, J. Immunol. 164: 4178-4184.

Se describen aqui moléculas que comprenden regiones Fc variantes que comprenden cualquiera de las mutaciones
listadas en la Tabla 5 siguiente.

Tabla 5. Mutaciones de ejemplo

MUTANTES DE UN SOLO | MUTANTES DE DOBLE
SITIO SITIO

K392R QB347H, A339V
N315I S4151, L251F
S$1321 K290E, L142P
P396L G285E, P247H
P396H K409R, S166N
A162V E334A, K334A
R292L R292L. K334E
T359N K288N, A330S
T366S R255L, E318K
V379L F243L, E318K
K288N V279L, P395S
A330S K246T, Y319F
F243L F243l, V379L
E318K K288M, K334E
V379M K334E, E308D
S219Y E233D, K334E
V282M K246T, P396H
D401V H268D, E318D
K222N K2461, K334N
K334l K320E, K326E
K334E S375C, P396L
I377F K288N, K326N
P247L P247L, N421K
F372Y S298N, W381R
K326E R255Q, K326E
H224L V284A, F372L
F275Y T394M. V397M
L398V P247L, E389G
K334N K290T, G371D
S400P P247L, L398Q

35



ES 2637491 T3

S4071 P247L, I377F
F372Y K326E, G385E
T366N S298N, S407R
K414N E258D, N384K
M352L F241L, E258G
T225S K370N, S440N
377N K317N, F423-DELETED
K248M P227S, K290E
R292G K334E, E380D
S298N P291S, P353Q
D270E V240I, V281M
E233G P232S, S304G

P247L, LA0OGF

D399E, M428L

L251F, F372L

D399E, G402D

D399E, M428L

K392T, P396L

H268N, P396L

K3261, P396L

H268D, P396L

K210M, P396L

L358P, P396L

K334N, P396L

V379M, P396L

P227S, P396L

P217S, P396L

Q419H, P396L

K370E, P396L

L242F, P396L

R255L, P396L

V240A, P396L

T250A, P396L

P247S, P396L

L410H, P396L
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Q419L, P396L

V427A, P396L

E258D, P396L

N384K, P396L

V323l, P396L

P244H, P396L

V305L, P396L

S400F, P396L

V303l, P396L

A330V, Q419H

V263Q, E272D

K326E, A330T

En aun otras realizaciones, la invencion abarca moléculas que comprenden regiones Fc variantes que tienen mas de
dos modificaciones de aminoacidos. Ejemplos de tales variantes se enumeran en la tabla siguiente (Tabla 6). La
invencion abarca mutaciones listadas en la Tabla 6 que comprenden ademas una o mas modificaciones de
aminoacidos tales como las que se dan a conocer en el presente documento.

Tabla 6. Variantes de combinacion de ejemplo

D399E, R292L, V185M

R301C, M252L, S192T

P291S, K288E, H268L, A141V

S383N, N384K, T256N, V262L, K218E, R214l, K205E, F149Y, K133M

S408l, V215I, V125L

G385E, P247H

V348M, K334N, F275I, Y202M, K147T

H310Y, T289A, Y407V, E258D

R292L, P396L, T359N

F275l, K334N, V348M

F243L, R255L, E318K

K334E, T359N, T366S

T256S, V305I. K334E, N390S

T335N, K370E, A378V, T394M, S424L

K334E, T359N, T366S, Q386R

K288N, A330S, P396L

P244H, L358M, V379M, N384K, V397M

P217S, A378V, S408R

P247L, 1253N, K334N
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D312E, K327N, 1378S

D280E, S354F, A431D, L441I

K218R, G281D, G385R

P247L, A330T, S440G

T355N, P387S, H435Q

P247L, A431V, S442F

P343S,P353L,S3751,S383N

E216D,E345K,S375I

K288N,A330S,P396L

K222N,T335N,K370E,A378V,T394M

G316D,A378V,D399E

N3151,V379M,T394M

K326Q,K334E,T359N,T366S

A378V,N3901,v422|

V282E,V3691,L406F

V397M,T411A,S415N

T2231,T256S,L406F

L235P,V382M,S304G,V3051,V323I

P247L,W313R,E388G

D221Y,M2521,A330G,A339T,T359N,V422],H433L

F2431,V379L,G420V

A231V,Q386H,V412M

T215P,K274N,A287G,K334N,L365V,P396L

P244A K3261,C367R,S3751,K447T

R301H, K340E,D399E

C229Y,A287T,V379M,P396L,L443V

E269K,K290N,Q311R,H433Y

E216D,K334R,S375I

T335N,P387S,H435Q

K2461,Q362H,K370E

K334E,E380D,G446V

V303I,V369F,M428L

K246E,V284M,V308A

E293V,Q295E,A327T

Y319F,P352L,P396L
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D221E, D270E, V308A, Q311H, P396L, G402D

K290T, N390I, P396L

K288R, T307A, K344E,P396L

V273I, K326E, L328I, P396L

K3261, S408N, P396L

K261N, K210M, P396L

F243L, V305I, A378D, F404S, P396L

K290E, V369A, T393A, P396L

K210N, K222I, K320M, P396L

P217S, V305I, I1309L, N390H, P396L

K246N, Q419R, P396L

P217A, T359A, P396L

V2151, K290V, P396L

F275L, Q362H, N384K, P396L

A330V, H433Q, V427M

V263Q, E272D, Q419H

N276Y, T393N, W417R

V282L, A330V, H433Y, T436R

V284M, S298N, K334E, R355W

A330V, G427M, K438R

S219T, T225K, D270E, K360R

K222E, V263Q, S298N

E233G, P247S, L306P

S219T, T225K, D270E

S254T, A330V, N361D, P243L

V284M, S298N, K334E, R355W R416T

D270E,G316D,R416G

K392T, P396L, D270E

R255L, P396L, D270E

V240A, P396L, D270E

Q419H, P396L, D270E

K370E, P396L, D270E

P247L, N421K, D270E

R292P, V305l

R292P, V305I, F243L
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V284M, R292L, K370N

En algunas realizaciones, las moléculas, preferiblemente las inmunoglobulinas de la invencion comprenden ademas
uno o mas sitios de glicosilacion, de manera que uno o mas restos carbohidrato estan unidos covalentemente a la
molécula. Preferiblemente, los anticuerpos de la invencidon con uno o mas sitios de glicosilacién y/o una o mas
modificaciones en la region Fc tienen una funcion efectora mediada por anticuerpos mejorada, por ejemplo, actividad
ADCC mejorada. En algunas realizaciones, la invenciéon comprende ademas anticuerpos que comprenden una o
mas modificaciones de aminoacidos que se conocen directa o indirectamente para interactuar con un resto de
carbohidrato del anticuerpo, incluyendo pero sin limitarse a los aminoacidos en las posiciones 241, 243, 244, 245,
245, 249, 256, 258, 260, 262, 264, 265, 296, 299 y 301. Los aminoacidos que interaccionan directa o indirectamente
con un resto de carbohidrato de un anticuerpo son conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Jefferis et al, 1995,
Immunology Letters, 44: 111-7.

La invencion abarca anticuerpos que han sido modificados introduciendo uno o mas sitios de glicosilacion en uno o
mas sitios de los anticuerpos, preferiblemente sin alterar la funcionalidad del anticuerpo, por ejemplo, la actividad de
union a FeyR. Los sitios de glicosilacion pueden introducirse en la region variable y/o constante de los anticuerpos de
la invencion. Como se usa en el presente documento, los "sitios de glicosilacion" incluyen cualquier secuencia de
aminoacidos especifica en un anticuerpo al que se unira de forma especifica y covalente un oligosacarido (es decir,
hidratos de carbono que contienen dos o mas azucares simples enlazados entre si). Las cadenas laterales de
oligosacaridos estan tipicamente ligadas a la cadena principal de un anticuerpo a través de enlaces N u O. La
glicosilacion unida a N se refiere a la union de un resto de oligosacarido a la cadena lateral de un residuo de
asparagina. La glicosilacion unida a O se refiere a la union de un resto de oligosacarido a un hidroxiaminoacido, por
ejemplo, serina, treonina. Los anticuerpos de la invencién pueden comprender uno o mas sitios de glicosilacion,
incluyendo sitios de glicosilacion unidos a N y O. Cualquier sitio de glicosilacion para la glicosilacion unida a N o
enlazada por O, conocida en la técnica, se puede usar de acuerdo con la presente invencion. Un sitio de
glicosilacion unido a N, ejemplar, que es util de acuerdo con los métodos de la presente invencion, es la secuencia
de aminoacidos: Asn-X-Thr/Ser, en la que X puede ser cualquier aminoacido y Thr/Ser indica una treonina o una
serina. Dicho sitio o sitios pueden introducirse en un anticuerpo de la invencién usando métodos bien conocidos en
la técnica a los que pertenece esta invencion. Véase, por ejemplo, " In Vitro Mutagenesis," Recombinant DNA: A
Short Course, J.D. Watson, et al. W.H. Freeman and Company, Nueva York, 1983, capitulo 8, pags. 106-116. Un
método de ejemplo para introducir un sitio de glicosilacion en un anticuerpo de la invencion puede comprender:
modificar o mutar una secuencia de aminoacidos del anticuerpo para que se obtenga la secuencia Asn-X-Thr/Ser
deseada.

En algunas realizaciones, la invencion abarca la modificacion del contenido de carbohidratos de un anticuerpo de la
invencion afadiendo o eliminando un sitio de glicosilacion. Los métodos para modificar el contenido de hidratos de
carbono de los anticuerpos son bien conocidos en la técnica y abarcados dentro de la invencion, véase, por ejemplo,
la Patente de Estados Unidos No. 6.218.149; EP 0 359 096 B1: Publicacion de los Estados Unidos No.
2002/0028486; WO 03/035835; Publicacion de los Estados Unidos No. 2003/0115614; Patente de los Estados
Unidos No. 6.218.149; Patente de los Estados Unidos No. 6.472.511.

En otras realizaciones, la invencién abarca métodos para modificar el contenido en carbohidratos de un anticuerpo
de la invencion mediante la eliminacion de uno o mas restos carbohidrato endégenos del anticuerpo. En una
realizacion especifica, la invencion abarca el desplazamiento del sitio de glicosilacion de la region Fc de un
anticuerpo, modificando posiciones adyacentes a 297. En una realizacion especifica, la invencion abarca la posicion
de modificaciéon 296 de manera que la posicion 296 y no la posicion 297 esta glicosilada.

5.1 Polipéptidos y anticuerpos con regiones Fc variantes

La presente invencion se basa, en parte, en la identificacion de regiones Fc de cadena pesada de IgG1 humanas
mutantes, con afinidades alteradas para diferentes receptores FcyR, utilizando un sistema de despliegue en
levaduras. Por consiguiente, la invencion se refiere a moléculas, preferiblemente polipéptidos, y mas preferiblemente
inmunoglobulinas (por ejemplo, anticuerpos), que comprenden una region Fc variante, que tiene una o mas
modificaciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones, pero también incluye inserciones o eliminaciones) en
uno o mas regiones, modificaciones que alteran la afinidad de la variante de la region Fc para un FcyR.

Un experto en la técnica apreciara que aparte de las sustituciones de aminoacidos definidas en la reivindicacion 1, la
presente invencion contempla otras modificaciones de la secuencia de aminoacidos de la regién Fc con el fin de
generar una variante de la regién Fc con uno o mas propiedades alteradas, por ejemplo, funcion efectora alterada.
La invencién contempla la eliminacion de uno o mas residuos de aminoacidos de la regiéon Fc con el fin de reducir la
union a un FcyR. Preferiblemente, no mas de 5, no mas de 10, no mas de 20, no mas de 30, no mas de 50 Fc de
residuos de region seran eliminados de acuerdo con esta realizacion de la invencion. La region Fc que comprende
en la presente invencién una o mas eliminaciones de aminoacidos retendra preferiblemente al menos
aproximadamente 80%, y preferiblemente al menos aproximadamente 90%, y lo mas preferiblemente al menos
aproximadamente 95%, de la regién Fc de tipo salvaje. En algunas realizaciones, se mantienen una o mas
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propiedades de las moléculas tales como, por ejemplo, no inmunogenicidad, unién a FcyRIIIA, unién a FcyRIIA, o
una combinacién de estas propiedades.

En realizaciones alternativas, la invencién abarca la insercion de aminoacidos para generar las variantes de la region
Fc, variantes que tienen propiedades alteradas incluyendo la funcidon efectora alterada. En una realizacion
especifica, la invenciéon abarca la introduccién de al menos un residuo de aminoacido, por ejemplo de uno a dos
residuos de aminoacidos y preferiblemente no mas de 10 residuos de aminoacidos adyacentes a una o mas de las
posiciones de la region Fc identificadas en el presente documento. En otras formas de realizacion, la invencion
comprende ademas la introduccidon de al menos un residuo de aminoacido, por ejemplo de uno a dos residuos de
aminoacidos y preferiblemente no mas de 10 residuos de aminoacidos adyacentes a una o mas de las posiciones de
la region Fc conocidas en la técnica como afectando FcyR interaccion y/o enlazante.

La invencién comprende ademas la incorporacion de aminoacidos no naturales para generar las variantes de Fc de
la invencién. Tales métodos son conocidos por los expertos en la técnica tales como los que utilizan la maquinaria
biosintética natural para permitir la incorporacién de aminoacidos no naturales en proteinas, véase, por ejemplo,
Wang et al., 2002 Chem. Comm. 1: 1-11; Wang et al., 2001, Science, 292: 498-500; van Hest et al., 2001. Chem.
Comm. 19: 1897-1904. Las estrategias alternativas se centran en las enzimas responsables de la biosintesis de
amino acil-ARNt, véase, por ejemplo, Tang et al., 2001, J. Am. Chem. Chem. 123(44): 11089-11090; Kiick et al.,
2001, FEBS Lett. 505(3): 465.

Las afinidades y propiedades de union de las moléculas de la invencion para un FcyR se determinan inicialmente
usando ensayos in vitro (ensayos basados en bioquimicos o inmunolégicos) conocidos en la técnica para determinar
interacciones Fc-FcyR, es decir, unidon especifica de una region Fc a un FcyR incluyendo, pero sin limitarse a,
ensayo ELISA, ensayo de resonancia de plasmon superficial, ensayos de inmunoprecipitacion (véase la seccion
5.2.1). Preferentemente, las propiedades de unién de las moléculas de la invencion se caracterizan también por
ensayos funcionales in vitro para determinar una o mas funciones de células efectoras mediadoras de FcyR (véase
la seccion 5.2.6). En las realizaciones mas preferidas, las moléculas de la invencion tienen propiedades de union
similares en modelos in vivo (tales como los descritos y divulgados aqui) como aquellos en ensayos basados en in
vitro. Sin embargo, la presente invencion no excluye moléculas de la invencion que no exhiban el fenotipo deseado
en ensayos basados en in vitro, pero si muestran el fenotipo deseado in vivo. Un diagrama de flujo representativo de
la seleccion y caracterizacion de moléculas de la invencion se describe en la Figura 33.

La invencién abarca moléculas que comprenden una region Fc variante que se une con una afinidad mayor a uno o
mas FcyRs. Tales moléculas median preferiblemente la funciéon efectora de manera mas eficaz como se describe
mas adelante. En otras realizaciones, la invencién abarca moléculas que comprenden una region Fc variante que se
une con una afinidad mas débil a uno o mas FcyRs. La reduccion o eliminacion de la funcidn efectora es deseable en
ciertos casos, por ejemplo en el caso de anticuerpos cuyo mecanismo de accion implica el bloqueo o el
antagonismo, pero no la muerte de las células que llevan un antigeno diana. La reduccion o eliminacién de la funcion
efectora seria deseable en los casos de enfermedad autoinmune en la que uno bloquearia los receptores
activadores de FcyR en células efectoras (este tipo de funcion estaria presente en las células huésped). En general,
el aumento de la funcién efectora se dirigiria a células tumorales y extrafas.

Las variantes de Fc de la presente invencion se pueden combinar con otras modificaciones de Fc, incluyendo, pero
sin limitarse a, modificaciones que alteran la funcion efectora. La invencién abarca combinar una variante de Fc de la
invencion con ofras modificaciones de Fc para proporcionar propiedades aditivas, sinérgicas o nuevas en
anticuerpos o fusiones de Fc. Preferiblemente, las variantes de Fc de la invencién mejoran el fenotipo de la
modificacion con la que se combinan. Por ejemplo, si una variante Fc de la invencién se combina con un mutante
conocido para unirse a FcyRIIIA con una afinidad mas alta que una molécula comparable que comprende una region
Fc de tipo salvaje; la combinacién con un mutante de la invencién da como resultado un mayor aumento del
plegamiento en la afinidad con FcyRIIIA.

En una realizacién, las variantes Fc de la presente invencién pueden combinarse con otras variantes de Fc
conocidas tales como las descritas en Duncan et al, 1988, Nature 332:563-564; Lund et al., 1991, J. Immunol
147:2657-2662; Lund et al, 1992, Mol Immunol 29:53-59; Alegre et al, 1994, Transplantation 57:1537-1543; Hutchins
et al., 1995, Proc Natl. Acad Sci U S A 92:11980-11984; Jefferis et al, 1995, Immunol Lett. 44:111-117; Lund et al.,
1995, Faseb J 9:115-119; Jefferis et al, 1996, Immunol Lett 54:101-104; Lund et al, 1996, J Immunol 157:49634969;
Armour et alL, 1999, Eur J Immunol 29:2613-2624; Idusogie et al, 2000, J Immunol 164:41784184; Reddy et al, 2000,
J Immunol 164:1925-1933; Xu et al., 2000, Cell Immunol 200:16-26; Idusogie et al, 2001, J Immunol 166:2571-2575;
Shields et al., 2001, J Biol Chem 276:6591-6604; Jefferis et al, 2002, Immunol Lett 82:57-65; Presta et al., 2002,
Biochem Soc Trans 30:487-490); US 5,624,821; US 5,885,573; US 6,194,551; PCT WO 00/42072; PCT WO
99/58572.

En algunas realizaciones, las variantes Fc de la presente invencion se incorporan en un anticuerpo o Fc de fusion
que comprende una o mas glicoformas modificadas genéticamente, es decir, una composicion de carbohidrato que
esta unida covalentemente a una molécula que comprende una regién Fc, donde dicha composicidon de carbohidrato
difiere quimicamente de la de una molécula parenteral que comprende una region Fc. Las glicoformas modificadas
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por ingenieria genética pueden ser Utiles para una variedad de propésitos, incluyendo pero no limitandose a mejorar
o reducir la funcion efectora. Las glicoformas modificadas por ingenieria pueden generarse por cualquier método
conocido por un experto en la técnica, por ejemplo utilizando cepas de expresion manipuladas o variantes, por
coexpresion con una o mas enzimas, por ejemplo DI N-acetilglucosaminiltransferasa Il (GnTI11), expresando una
molécula que comprende una regidon Fc en diversos organismos o lineas celulares de diversos organismos, o
modificando hidratos de carbono después de que se ha expresado la molécula que comprende la region Fc. Los
métodos para generar glicoformas modificadas por ingenieria genética son conocidos en la técnica, e incluyen pero
no se limitan a los descritos en Umana et al, 1999, Nat. Biotechnol 17:176-180; Davies et al., 20017 Biotechnol
Bioeng 74:288-294; Shields et al, 2002, J Biol Chem 277:26733-26740; Shinkawa et alL, 2003, J Biol Chem
278:3466-3473) US 6,602,684; USSN 10/277,370; USSN 10/113,929; PCT WO 00/61739A1; PCT WO
01/292246A1; PCT WO 02/311140A1; PCT WO 02/30954A1; tecnologia Potillegent™ (Biowa, Inc. Princeton, NJ);
GlycoMAb™ tecnologia de ingenieria de glicosilacion (GLYCART biotechnology AG, Zurich, Suiza). Vease por
ejemplo WO 00061739; EA01229125; US 20030115614; Okazaki et al., 2004, JMB, 336: 1239-49.

Las variantes Fc de la presente invencion pueden optimizarse para una variedad de propiedades. Las propiedades
que se pueden optimizar incluyen, pero no se limitan a, una afinidad mejorada o reducida para una funcion efectora
FcyR, mejorada o reducida. En una realizacion preferida, las variantes Fc de la presente invencion se optimizan para
poseer una afinidad mejorada para un FcyR activador humano, preferiblemente FcyR, FcyRIIA, FcyRllc, FcyRIIIA y
FcyRIIB, mas preferiblemente FcyRIIIA. En una realizacion preferida alternativa, las variantes Fc se optimizan para
poseer afinidad reducida para el receptor inhibidor humano FcyRIIB. Se prevé que estas realizaciones preferidas
proporcionen anticuerpos y fusiones Fc con propiedades terapéuticas mejoradas en seres humanos, por ejemplo
una funcion efectora mejoradas y una mayor potencia anticancerigena como se describe y ejemplifica en el presente
documento. Se prevé que estas realizaciones preferidas proporcionen anticuerpos y fusiones Fc con eliminacion de
tumores mejorada en modelos de tumor de xenoinjerto de ratén.

En una realizacién alternativa las variantes Fc de la presente invencidon se optimizan para tener una afinidad
reducida por un FcyR humano, incluyendo pero no limitado a FcyRI, FcyRIIIA. FcORIIB, FcyRlIlc y FcyRIIIB. Se prevé
que estas realizaciones proporcionen anticuerpos y fusiones Fc con propiedades terapéuticas mejoradas en seres
humanos, por ejemplo funcion efectora reducidas y toxicidad reducida.

En realizaciones alternativas las variantes de Fc de la presente invencién poseen afinidad realzada o reducida para
FcyRs de organismos no humanos, incluyendo, pero sin limitarse a, ratones, ratas, conejos y monos. Las variantes
de Fc que estan optimizadas para unirse a un FcyR no humano pueden encontrar uso en experimentacion. Por
ejemplo, los modelos de ratén estan disponibles para una variedad de enfermedades que permiten la prueba de
propiedades tales como eficacia, toxicidad y farmacocinética para un candidato de farmaco dado. Como es conocido
en la técnica, las células cancerosas pueden injertarse o inyectarse en ratones para imitar un cancer humano, un
proceso denominado xenoinjerto. El ensayo de anticuerpos o fusiones Fc que comprenden variantes de Fc que
estan optimizadas para uno o mas FcyR de raton, puede proporcionar informacion valiosa con respecto a la eficacia
del anticuerpo o fusion de Fc, su mecanismo de accion y similares.

Aunque se prefiere alterar la unién a un FcyR, la presente invencion contempla ademas variantes Fc con afinidad de
union alterada al receptor neonatal (FcRn). Aunque se pretende no estar limitado por un mecanismo de accion
particular, se anticipa que las variantes de la regiéon Fc con afinidad mejorada para FcRn tengan vidas medias en
suero mas largas, y dichas moléculas tendran aplicaciones utiles en métodos de tratamiento de mamiferos en los
que se desea una vida media larga del polipéptido administrado, por ejemplo, para tratar una enfermedad o trastorno
croénico. Aunque no se pretende que estén unidos por un mecanismo de accién particular, se espera que las
variantes de la region Fc con afinidad de unién a FcRn disminuida tengan, por ejemplo, vidas medias mas cortas, y
tales moléculas pueden ser administradas, por ejemplo, a un mamifero donde un tiempo de circulacién acortada
puede ser ventajoso, por ejemplo, para la formacion de imagenes de diagndstico in vivo o para polipéptidos que
tienen efectos secundarios téxicos cuando se deja circular en la corriente sanguinea durante periodos prolongados.
Se anticipa que las variantes de la region Fc con afinidad de uniéon a FcRn disminuida son menos propensas a
atravesar la placenta y, por lo tanto, pueden utilizarse en el tratamiento de enfermedades o trastornos en mujeres
embarazadas.

En otras realizaciones, estas variantes pueden combinarse con otras modificaciones de Fc conocidas con afinidad
de FcRn alterada tales como las descritas en las Publicaciones Internacionales Nos. WO 98/23289; y WO 97/34631;
y la Patente de los Estados Unidos No. 6.277.375.

La invencién abarca cualquier otro método conocido en la técnica para generar anticuerpos que tienen una vida
media aumentada in vivo, por ejemplo, introduciendo una o mas modificaciones de aminoacidos (es decir,
sustituciones, inserciones o eliminaciones) en un dominio constante de IgG, o fragmento de unién a FcRn del mismo
(preferiblemente un fragmento de dominio Fc o de bisagra-Fc). Véase, por ejemplo, Publicaciones Internacionales
Nos. WO 98/23289; y WO 97/34631; y la patente de los Estados Unidos No. 6.277.375 para usarse en combinacion
con las variantes Fc de la invencion. Ademas, los anticuerpos de la invenciéon pueden conjugarse con albumina para
hacer que el anticuerpo o fragmento de anticuerpo sea mas estable in vivo o tengan una vida media mas larga in
vivo. Las técnicas son bien conocidas en el arte, véase, por ejemplo, Publicaciones Internacionales Nos. WO
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93/15199, WO 93/15200 y WO 01/77137 y Patente Europea No. EP 413,622.

La(s) variante(s) descrita(s) en el presente documento pueden someterse a otras modificaciones, muchas veces
dependiendo del uso pretendido de la variante. Tales modificaciones pueden implicar una alteracion adicional de la
secuencia de aminoacidos (sustitucion, insercion y/o eliminaciéon de residuos de aminoacidos), fusion a
polipéptido(s) heterdlogo(s) y/o modificaciones covalentes. Dichas modificaciones adicionales pueden hacerse
antes, simultaneamente o después de la modificacién de aminoacidos descrita en el presente documento, que da
lugar a propiedades alteradas tales como una alteracién de la unién al receptor Fc y/o actividad ADCC.

Alternativa o adicionalmente, la invencién abarca la combinacién de las modificaciones de aminoacidos descritas en
el presente documento con una o mas modificaciones de aminoacidos adicionales que alteran la funcién de
citotoxicidad dependiente de union y/o complemento de la regiéon Fc determinada in vitro y/o in vivo. Preferiblemente,
la molécula de partida de interés particular de la presente invencidon es normalmente una que se une a Cl1q y
muestra citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Las sustituciones de aminoacidos adicionales descritas
en el presente documento generalmente serviran para alterar la capacidad de la molécula de partida de unirse a C1q
y/o modificar su funcién de citotoxicidad dependiente del complemento, por ejemplo, para reducir y preferiblemente
abolir estas funciones efectoras. En otras realizaciones se contemplan aqui moléculas que comprenden
sustituciones en una o mas de las posiciones descritas con una funcidon de citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) y/o ligacién C1q mejorada. Por ejemplo, la molécula de partida puede ser incapaz de unirse a
C1q y/o mediar CDC y puede ser modificada de acuerdo con las ensefianzas de la presente, de modo que adquiera
estas funciones efectoras adicionales. Ademas, las moléculas con actividad de unién C1q preexistente, que
opcionalmente tienen ademas la capacidad de mediar CDC, pueden modificarse de manera que una o ambas de
estas actividades se alteren, por ejemplo, se realcen. En algunas realizaciones, la invencién abarca regiones Fc
variantes con actividad CDC alterada sin ninguna alteracién en la union C1g. En aun otras realizaciones, la
invencion abarca regiones Fc variantes con actividad de CDC alterada y union de C1q alterada.

Para generar una region Fc con una funcién de citotoxicidad dependiente del complemento y/o unién alterada de
C1q (CDC), las posiciones de aminoacidos a modificar se seleccionan generalmente entre las posiciones 270, 322,
326, 327, 329, 331, 333 y 334, donde la numeracion de los residuos en una cadena pesada de IgG es la del indice
de la UE como en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland (199). Estas modificaciones de aminoacidos pueden combinarse
con una o mas modificaciones de Fc descritas en el presente documento para proporcionar un efecto sinérgico o
aditivo sobre la actividad de union a C1q y/o CDC. En ofras realizaciones, la invencion abarca variantes de Fc con
funcién de citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) y/o ligacion C1q alterada que comprende una
sustitucion de aminoacidos en la posicion 396 con leucina y en la posicion 255 con leucina; o una sustitucion de
aminoacidos en la posicion 396 con leucina y en posicion 419 con histidina; una sustitucion de aminoacidos en la
posicion 396 con leucina y en la posicién 370 con acido glutamico; una sustitucion de aminoacidos en la posicion
396 con leucina y en la posicion 240 con alanina; Una sustitucion de aminoacidos en la posicién 396 con leucina y
en la posicidn 392 con treonina; una sustitucion de aminoacidos en la posicion 247 con leucina y en la posicion 421
con lisina. La invencién abarca cualquier modificacion conocida de la region Fc que altere la funcién de citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC) y/o ligacién C1q tal como las descritas en Idusogie et al., 2001, J. Immunol.
166(4) 2571-5; Idusogie et al., J. Immunol. 2000 164 (8): 4178-4184.

Como se ha descrito anteriormente, la invencion abarca una regién Fc con funcion efectora alterada, por ejemplo,
union de C1q modificada y/o unién a FcR y, por lo tanto, actividad CDC alterada y/o actividad ADCC. En
realizaciones especificas, la invenciéon abarca regiones variantes de Fc con unién mejorada de C1q y union
mejorada de FcyRIll; por ejemplo con actividad ADCC mejorada y actividad CDC mejorada. En realizaciones
alternativas, la invencion abarca una region Fc variante con actividad CDC reducida y/o actividad ADCC reducida.
En otras realizaciones, se puede aumentar solamente una de estas actividades, y opcionalmente también reducir la
otra actividad, por ejemplo para generar una variante de la region Fc con actividad ADCC mejorada, pero redujo la
actividad de los CDC y viceversa.

A. Mutantes con afinidades mejoradas alteradas para FcyRIIIA y/o FcyRIIA

La invencion abarca moléculas que comprenden una region Fc variante que tiene modificaciones de aminoacidos
que incluyen aquellas definidas en la reivindicacion 1, en donde dichas modificaciones alteran la afinidad de la
region Fc variante para un FcyR de activacion. En algunas realizaciones, las moléculas de la invencion comprenden
una region Fc variante, que tiene modificaciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones) en una o mas
regiones, modificaciones que aumentan la afinidad de la regién Fc variante para FcyRIIIA y/o FcyRIIA por al menos 2
veces, con relacion a una molécula comparable que comprende una regiéon Fc de tipo salvaje. En otra realizacion
especifica, las moléculas de la invencion comprenden una region Fc variante, que tiene una o mas modificaciones
de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones) en una o mas regiones, modificaciones que aumentan la afinidad de la
region Fc variante para FcyRIIIA y/o FcyRIIA por mas de 2 veces, con relacion a una molécula comparable que
comprende una region Fc de tipo salvaje. En otras realizaciones de la invencion, las modificaciones de aminoacidos
aumentan la afinidad de la regién Fc variante para FcyRIIIA y/o FcyRIIA en al menos 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6
veces, 8 veces, 0 10 veces con respecto a una molécula comparable que comprende una region Fc de tipo salvaje.
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Dichos aumentos muiltiples se determinan preferiblemente mediante un ELISA o ensayos de resonancia de plasmon
superficial.

En una realizacion especifica, las moléculas de la invencion comprenden una region Fc variante, que tiene
modificaciones de aminoacidos, modificaciones que aumentan la afinidad de la regién Fc variante para FcyRIIA en al
menos 2 veces, con respecto a una molécula comparable que comprende una region Fc de tipo salvaje. En ofra
realizacion especifica, las moléculas de la invencion comprenden una regién Fc variante, que tiene modificaciones
de aminoacidos cuyas modificaciones aumentan la afinidad de la regién Fc variante para FcyRIIA en mas de 2
veces, con relacion a una molécula comparable que comprende una region Fc de tipo salvaje. En otras realizaciones
de la invencion, las modificaciones de aminoacidos aumentan la afinidad de la region Fc variante para FcyRIIA en al
menos 3 veces, 4 veces, 5 veces, 6 veces, 8 veces o 10 veces la relacion relativa a una molécula comparable que
comprende una regién Fc de tipo salvaje.

En una realizacion especifica, la invencién abarca moléculas, preferiblemente polipéptidos, y mas preferiblemente
inmunoglobulinas (por ejemplo, anticuerpos), que comprenden una region Fc variante que tienen modificaciones de
aminoacidos incluyendo aquellas definidas en la reivindicacion 1, cuyas modificaciones aumentan la afinidad de la
region Fc variante para FcyRIIIA y/o FcyRIIA al menos en un 65%, al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un
85%, al menos 90%, al menos 95%, al menos 99%, al menos 100%, al menos 150% y al menos 200%, con relacién
a una molécula comparable que comprende una region Fc de tipo salvaje.

En una realizacion especifica, las modificaciones de aminoacidos que aumentan la afinidad de la variante de la
region Fc comprenden una sustitucion en la posicion 347 con histidina y en la posicion 339 con valina; o una
sustitucién en la posicion 425 con isoleucina y en la posicién 215 con fenilalanina; o una sustitucion en la posicion
408 con isoleucina, en la posicion 215 con isoleucina, y en la posicion 125 con leucina; o una sustitucion en la
posicion 385 con acido glutamico y en la posicion 247 con histidina; o una sustitucion en la posicion 348 con
metionina, en la posicién 334 con asparagina, en la posicién 275 con isoleucina, en la posiciéon 202 con metionina, y
en la posicidon 147 con treonina; o una sustitucién en la posicion 275 con isoleucina, en la posicién 334 con
asparagina, y en la posicion 348 con metionina; o una sustitucion en la posiciéon 279 con leucina y en posicion 395
con serina; o una sustitucion en la posicion 246 con treonina y en la posicion 319 con fenilalanina; o una sustitucion
en la posicién 243 con isoleucina y en la posicion 379 con leucina; o una sustitucion en la posicion 243 con leucina,
en la posicién 255 con leucina y en la posicion 318 con lisina; o una sustitucion en la posicion 334 con acido
glutamico, en la posicién 359 con asparagina, y en la posicién 366 con serina; o una sustitucion en la posicion 288
con metionina y en la posicion 334 con acido glutamico; o una sustitucion en la posicién 334 con acido glutamico y
en la posiciéon 380 con acido aspartico; o una sustitucion en la posicidon 256 con serina, en la posicién 305 con
isoleucina, en la posicion 334 con acido glutamico y en la posicion 390 con serina; o una sustitucion en la posicion
335 con asparagina, en posicion 370 con acido glutamico, en la posicion 378 con valina, en la posicion 394 con
metionina, y en la posicidon 424 con leucina; o una sustitucién en la posiciéon 233 con acido aspartico y en la posicion
334 con acido glutamico; o una sustitucion en la posicion 334 con acido glutamico, en la posicion 359 con
asparagina, en la posiciéon 366 con serina, y en la posicién 386 con arginina; o una sustitucion en la posicion 246 con
treonina y en posicion 396 con histidina; o una sustitucion en la posicion 268 con acido aspartico y en la posicion 318
con acido aspartico; o una sustitucion en la posicion 288 con asparagina, en la posicion 330 con serina, y en la
posicion 396 con leucina; o una sustituciéon en la posicién 244 con histidina, en posicién 358 con metionina, en
posiciéon 379 con metionina, en posicién 384 con lisina y en posicion 397 con metionina; o una sustitucién en la
posiciéon 217 con serina, en la posicion 378 con valina, y en la posicion 408 con arginina; o una sustitucion en la
posicion 247 con leucina, en la posicion 253 con asparagina y en la posicion 334 con asparagina; o una sustitucion
en la posicién 246 con isoleucina, y en la posicion 334 con asparagina; o una sustitucion en la posicion 320 con
acido glutamico y en la posicion 326 con acido glutamico; o una sustituciéon en la posicién 375 con cisteina y en la
posicion 396 con leucina. Ejemplos de otras sustituciones de aminoacidos que dan como resultado una afinidad
mejorada para FcyRIIIA in vitro se describen a continuacion y se resumen en la Tabla 5.

La invencidon abarca una molécula que comprende una region Fc variante, en la que dicha regiéon Fc variante
comprende una sustitucion en la posicion 243 con isoleucina y en la posicion 379 con leucina, de tal manera que
dicha molécula se une a FcyRIIIA con una afinidad aproximadamente 1,5 veces mayor que una molécula
comparable que comprende la regidn Fc de tipo salvaje se une a FcyRIIIA, segun se determina mediante un ensayo
ELISA. En una realizacién especifica, la invencion abarca una molécula que comprende una region Fc variante, en
la que dicha region Fc variante comprende una sustitucion en la posicion 288 con asparagina, en posicion 330 con
serina y en posicion 396 con leucina, de manera que dicha molécula se une a FcyRIIIA con una afinidad
aproximadamente 5 veces mayor que una molécula comparable que comprende la regién Fc de tipo salvaje se une
a FcyRIIIA, segun se determina mediante un ensayo ELISA. En una realizacion especifica, la invencion abarca una
molécula que comprende una regién Fc variante, en la que dicha region Fc variante comprende una sustitucion en la
posicion 243 con leucina y en la posiciéon 255 con leucina de tal manera que dicha molécula se une a FcyRIIIA con
una afinidad aproximadamente 1 vez mayor que una molécula comparable que comprende la region Fc de tipo
salvaje se une a FcyRIIIA, segun se determina mediante un ensayo ELISA. En una realizacion especifica, la
invencion abarca una molécula que comprende una regién Fc variante, en la que dicha regién Fc variante
comprende una sustitucion en la posicion 334 con acido glutamico, en posicion 359 con asparagina y en posicion
366 con serina, de manera que dicha molécula se une a FcyRIIIA con una afinidad aproximadamente 1,5 veces
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mayor que una molécula comparable que comprende la regiéon Fc de tipo salvaje se une a FcyRIIIA, segun se
determina mediante un ensayo ELISA. En una realizacion especifica, la invencion abarca una molécula que
comprende una region Fc variante, en la que dicha region Fc variante comprende una sustitucion en la posicion 288
con metionina y en la posicion 334 con acido glutamico, de tal manera que dicha molécula se une a FcyRIIIA con
aproximadamente 3 veces mayor afinidad que una molécula comparable que comprende la regién Fc de tipo salvaje
se une a FcyRIIIA, segun se determina mediante un ensayo ELISA. En una realizacion especifica, la invencion
abarca una molécula que comprende una region Fc variante, en la que dicha regién Fc variante comprende una
sustitucion en la posicion 316 con acido aspartico, en posicién 378 con valina y en la posicion 399 con acido
glutamico, de manera que dicha molécula se une FcyRIIIA con una afinidad aproximadamente 1,5 veces mayor que
una molécula comparable que comprende la region Fc de tipo salvaje se une a FcyRIIIA, segun se determina
mediante un ensayo ELISA. En una realizacion especifica, la invencion abarca una molécula que comprende una
region Fc variante, en la que dicha region Fc variante comprende una sustitucion en la posicion 315 con isoleucina,
en la posicion 379 con metionina, y en la posicién 399 con acido glutamico, de manera que dicha molécula se une a
FcyRIIIA con una afinidad aproximadamente 1 vez mas alta que una molécula comparable que comprende la region
Fc de tipo salvaje se une a FcyRIIIA, segin se determina mediante un ensayo ELISA. En una realizacion especifica,
la invencién abarca una molécula que comprende una regiéon Fc variante, en la que dicha regiéon Fc variante
comprende una sustitucion en posicion 243 con isoleucina, en posicion 379 con leucina y en posicioén 420 con valina,
de manera que dicha molécula se une a FcyRIIIA con aproximadamente una afinidad 2,5 veces mayor que una
molécula comparable que comprende la region Fc de tipo salvaje se une a FcyRIIIA, segun se determina mediante
un ensayo ELISA. En una realizacion especifica, la invencion abarca una molécula que comprende una region Fc
variante, en la que dicha region Fc variante comprende una sustitucion en la posicion 247 con leucina y en la
posicion 421 con lisina, de tal manera que dicha molécula se une a FcyRIIIA con aproximadamente 3 veces mayor
afinidad que una molécula comparable que comprende la region Fc de tipo salvaje se une a FcyRIIIA, segun se
determina mediante un ensayo ELISA. En una realizacion especifica, la invencion abarca una molécula que
comprende una region Fc variante, en la que dicha region Fc variante comprende una sustitucion en la posicion 392
con treonina y en la posicion 396 con leucina de tal manera que dicha molécula se une a FcyRIIIA con una afinidad
aproximadamente 4,5 veces superior que una molécula comparable que comprende la regidon Fc de tipo salvaje se
une a FcyRIIIA, segun se determina mediante un ensayo ELISA. En una realizacion especifica, la invencion abarca
una molécula que comprende una regién Fc variante, en la que dicha regién Fc variante comprende una sustitucion
en posicion 293 con valina, en posicion 295 con acido glutamico y en posicién 327 con treonina, de tal manera que
dicha molécula se une a FcyRIIIA con una afinidad aproximadamente 1,5 veces mayor que una molécula
comparable que comprende la region Fc de tipo salvaje se une a FcyRIIIA, segun se determina mediante un ensayo
ELISA. En una realizacién especifica, la invencion abarca una molécula que comprende una region Fc variante, en
la que dicha region Fc variante comprende una sustitucion en la posicion 268 con asparagina y en la posicién 396
con leucina, de tal manera que dicha molécula se une a FcyRIIIA con aproximadamente 2 veces mas de afinidad que
una molécula comparable que comprende la region Fc de tipo salvaje se une a FcRIIIA, como se determina
mediante un ensayo ELISA. En una realizacion especifica, la invencion abarca una molécula que comprende una
region Fc variante, donde dicha region Fc variante comprende una sustitucion en la posicion 319 con fenilalanina, en
posiciéon 352 con leucina, y en posicion 396 con leucina, de tal manera que dicha molécula se une a FcyRIIIA con
una afinidad aproximadamente 2 veces superior a la de una molécula comparable que comprende la region Fc de
tipo salvaje se une a FcyRIIIA, determinada por un ensayo ELISA.

En una realizacion especifica, la invencion abarca un polipéptido aislado que comprende una regién Fc variante, en
el que dicha regién Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos en relacion con una region Fc de tipo
salvaje, de tal manera que dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con una mayor afinidad que un
polipéptido comparable que comprende la region Fc de tipo salvaje, en el que dichas modificaciones de aminoacidos
comprenden la sustitucion en la posicion 396 con histidina. En una realizacién especifica, la invencién abarca un
polipéptido aislado que comprende una region Fc variante, en el que dicha region Fc variante comprende
modificaciones de aminoacidos en relacién con una regién Fc de tipo salvaje, de tal manera que dicho polipéptido se
une especificamente a FcyRIIIA con una afinidad mayor que una region Fc que comprende la region Fc de tipo
salvaje, en el que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucion en la posicion 248 con
metionina.

La invencién abarca un polipéptido aislado que comprende una regién Fc variante, en el que dicha region Fc
variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje, de manera que dicho
polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con una mayor afinidad que un polipéptido comparable que
comprende la proteina de tipo salvaje, en la que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucion
en la posicidon 396 con leucina. La invencion abarca un polipéptido aislado que comprende una regién Fc variante,
en el que dicha region Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos en relacion con una region Fc de tipo
salvaje, de tal manera que dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con una mayor afinidad que un
polipéptido comparable que comprende el polipéptido de tipo salvaje Fc, en el que dichas modificaciones de
aminoacidos comprenden la sustitucion en la posicion 379 con metionina. La invencién abarca un polipéptido aislado
que comprende una region Fc variante, en el que dicha region Fc variante comprende modificaciéon de aminoacidos
relativa a una region Fc de tipo salvaje, de tal manera que dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con
una afinidad mayor que un polipéptido comparable que comprende la proteina salvaje en la que dicha modificacion
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de aminoacidos comprende la sustitucién en la posicidon 219 con tirosina. La invencién abarca un polipéptido aislado
que comprende una region Fc variante, en el que dicha regién Fc variante comprende modificaciones de
aminoacidos relativas a una regién Fc de tipo salvaje, de manera que dicho polipéptido se une especificamente a
FcyRIIA con una mayor afinidad que un polipéptido comparable que comprende la proteina salvaje, en la que dichas
modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucién en la posiciéon 282 con metionina. La invencién abarca un
polipéptido aislado que comprende una region Fc variante, en el que dicha region Fc variante comprende
modificacion de aminoacidos relativa a una regioén Fc de tipo salvaje, de tal manera que dicho polipéptido se une
especificamente a FcyRIIIA con una afinidad mayor que un polipéptido comparable que comprende la proteina
salvaje, en la que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucion en la posicion 401 con valina. La
invencion abarca un polipéptido aislado que comprende una region Fc variante, en el que dicha region Fc variante
comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una regién Fc de tipo salvaje, de manera que dicho
polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con una mayor afinidad que un polipéptido comparable que
comprende la proteina salvaje, en la que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucion en la
posicion 222 por asparagina. La invencion abarca un polipéptido aislado que comprende una region Fc variante, en
el que dicha regién Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje,
de manera que dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con una mayor afinidad que un polipéptido
comparable que comprende la proteina salvaje en la que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la
sustitucién en la posicion 334 con acido glutamico. La invencion abarca un polipéptido aislado que comprende una
region Fc variante, en el que dicha regiéon Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una
region Fc de tipo salvaje, de manera que dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con una mayor
afinidad que un polipéptido comparable que comprende la proteina salvaje, en la que dichas modificaciones de
aminoacidos comprenden la sustitucidon en la posicién 377 por fenilalalina. La invencién abarca un polipéptido
aislado que comprende una region Fc variante, en el que dicha regién Fc variante comprende modificaciones de
aminoacidos relativas a una regién Fc de tipo salvaje, de manera que dicho polipéptido se une especificamente a
FcyRIIA con una mayor afinidad que un polipéptido comparable que comprende la proteina salvaje, en la que dichas
modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucion en la posicién 334 con isoleucina. La invencién abarca un
polipéptido aislado que comprende una region Fc variante, en el que dicha region Fc variante comprende
modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje, de manera que dicho polipéptido se une
especificamente a FcyRIIIA con una mayor afinidad que un polipéptido comparable que comprende la proteina
salvaje, en la que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucion en la posicién 247 con leucina.
La invencién abarca un polipéptido aislado que comprende una regién Fc variante, en el que dicha region Fc
variante comprende modificaciones de aminoacidos en relacién con una region Fc de tipo salvaje, de manera que
dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con una afinidad mayor que un polipéptido comparable que
comprende el tipo salvaje Fc, en el que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucion en la
posicion 326 con acido glutamico. La invencién abarca un polipéptido aislado que comprende una region Fc variante,
en el que dicha region Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo
salvaje, de manera que dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con una mayor afinidad que un
polipéptido comparable que comprende la proteina salvaje, en la que dichas modificaciones de aminoacidos
comprenden la sustitucion en la posiciéon 372 con tirosina. La invencidon abarca un polipéptido aislado que
comprende una region Fc variante, en el que dicha regién Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos
relativas a una region Fc de tipo salvaje, de manera que dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con
una mayor afinidad que un polipéptido comparable que comprende la proteina salvaje, en la que dichas
modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucién en la posiciéon 224 con leucina.

La invencién abarca un polipéptido aislado que comprende una regién Fc variante, en el que dicha region Fc
variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje, de tal manera que
dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con una afinidad mayor que un polipéptido comparable que
comprende la proteina salvaje, en la que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucion en
posicion 275 con tirosina. La invencion abarca un polipéptido aislado que comprende una region Fc variante, en el
que dicha region Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje, de
tal manera que dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con una mayor afinidad que un polipéptido
comparable que comprende el polipéptido de tipo salvaje Fc, en el que dichas modificaciones de aminoacidos
comprenden la sustitucidon en posicion 398 con valina. La invencién abarca un polipéptido aislado que comprende
una region Fc variante, en el que dicha region Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una
region Fc de tipo salvaje, de tal manera que dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con una afinidad
mayor que un polipéptido comparable que comprende la proteina salvaje, en la que dichas modificaciones de
aminoacidos comprenden la sustitucion en la posicién 334 por asparagina. La invenciéon abarca un polipéptido
aislado que comprende una region Fc variante, en el que dicha regién Fc variante comprende modificaciones de
aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje, de tal manera que dicho polipéptido se une especificamente a
FcyRIIA con una mayor afinidad que un polipéptido comparable que comprende el polipéptido de tipo salvaje Fc, en
el que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucién en la posicién 400 con prolina. La invencién
abarca un polipéptido aislado que comprende una region Fc variante, en el que dicha region Fc variante comprende
modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje, de tal manera que dicho polipéptido se une
especificamente a FcyRIIIA con una afinidad mayor que un polipéptido comparable que comprende la proteina
salvaje, en la que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucion en la posicion 407 con
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isoleucina. La invencién abarca un polipéptido aislado que comprende una region Fc variante, en el que dicha region
Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje, de tal manera que
dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con una mayor afinidad que un polipéptido comparable que
comprende el polipéptido de tipo salvaje Fc, en el que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la
sustitucion en la posiciéon 372 con tirosina.

En una realizacién especifica, la invencion abarca un polipéptido aislado que comprende una regién Fc variante, en
el que dicha regién Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos en relacion con una region Fc de tipo
salvaje, de manera que dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con aproximadamente un 2 veces
mayor que un polipéptido comparable que comprende la regién Fc de tipo salvaje segun se determina mediante un
ensayo ELISA, en el que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucion en la posicién 379 con
metionina. En otra realizacion especifica, la invenciéon abarca un polipéptido aislado que comprende una region Fc
variante, en el que dicha region Fc variante comprende modificacion de aminoacidos con respecto a una region Fc
de tipo salvaje, de tal manera que dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIIA con aproximadamente 1.5
veces mayor afinidad que un polipéptido comparable que comprende la regidon Fc de tipo salvaje segun se determina
mediante un ensayo ELISA, en el que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucién en la
posicién 248 con metionina.

Las moléculas de la invencion tienen una afinidad alterada para FcyRIIIA y/o FcyRIIA segun se determind usando
ensayos in vitro (ensayos basados en bioquimicos o inmunolégicos) conocidos en la técnica para determinar las
interacciones Fc-FcyR, es decir, la unidon especifica de una region Fc a un FcyR incluyendo, pero sin limitarse a,
ensayo ELISA, ensayo de resonancia de plasmon superficial, ensayos de inmunoprecipitacion (véase la seccion
5.2.1). Preferentemente, las propiedades de unién de estas moléculas con afinidades alteradas para activar los
receptores FcyR también estan correlacionadas con su actividad determinada por ensayos funcionales in vitro para
determinar una o mas funciones de células efectoras mediadoras de FcyR (véase la seccion 5.2.6), por ejemplo, las
moléculas con regiones Fc variantes con mayor afinidad para FcyRIIIA tienen una actividad de ADCC mejorada. En
las realizaciones mas preferidas, las moléculas de la invencién que tienen una propiedad de unién alterada para un
receptor de Fc activador, por ejemplo, FcyRIIIA en un ensayo in vitro también tienen una propiedad de unién alterada
en modelos in vivo (tales como los descritos y revelados aqui). Sin embargo, la presente invencidon no excluye
moléculas de la invencién que no exhiben una union alterada de Fcy en ensayos basados en in vitro pero que
exhiben el fenotipo deseado in vivo.

B. Mutantes con afinidad mejorada para FcyRIIIA y reducida o sin afinidad para FcyRIIB

En una realizacion especifica, las moléculas de la invencion comprenden una region Fc variante, que tiene
modificaciones de aminoacidos incluyendo las definidas en la reivindicacion 1, cuyas modificaciones aumentan la
afinidad de la region Fc variante para FcyRIIIA y disminuye la afinidad de la region Fc variante para FcyRIIB, con
relacion a una molécula comparable que comprende una regiéon Fc de tipo salvaje que se une a FcyRIIIA y FcyRIIB
con afinidad de tipo salvaje. En una cierta realizacion, las modificaciones de aminoacidos no incluyen o no son
Unicamente una sustitucion con alanina en cualquiera de las posiciones 256, 298, 333, 334, 280, 290, 294, 298 o
296; o una sustitucion en la posicion 298 con asparagina, valina, acido aspartico o prolina; o una sustitucion 290 con
serina. En ciertas realizaciones de amino, las modificaciones de aminoacidos aumentan la afinidad de la regién Fc
variante para FcyRIIIA en al menos un 65%, al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 85%, al menos un
90%, al menos un 95%, al menos el 99%, al menos el 100%, al menos el 200%, al menos el 300%, por lo menos el
400% y disminuye la afinidad de la variante de la region Fc para FcyRIIB en al menos el 65%, al menos el 70%, al
menos el 75%, al menos el 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 99%, al menos el 100%, al menos
el 200%, al menos el 300%, al menos el 400%.

En una realizacion especifica, la molécula de la invencién que comprende una region Fc variante con una afinidad
mejorada para FcyRIIIA y una afinidad disminuida o sin afinidad para FcyRIIB, segun se determina basado en un
ensayo ELISA y/o un ensayo basado en ADCC usando anticuerpo ch-4-4-20 que lleva la region Fc de la variante
comprende una sustituciéon en cualquiera de los siguientes de la posicion 275 con isoleucina, en la posicion 334 con
asparagina y en la posicion 348 con metionina; o una sustitucion en la posicion 279 con leucina y en posicion 395
con serina; o una sustitucion en la posicion 246 con treonina y en la posicién 319 con fenilalanina; o una sustitucion
en la posicion 243 con leucina, en la posicidon 255 con leucina, y en la posicién 318 con lisina; o una sustitucion en la
posicion 334 con acido glutamico, en la posicion 359 con asparagina y en la posicion 366 con serina; o una
sustitucién en la posicion 334 con acido glutamico y en la posicion 380 con acido aspartico; o una sustitucion en la
posiciéon 256 con serina, en la posicion 305 con isoleucina, en la posicién 334 con acido glutamico y en la posicion
390 con serina; o una sustitucion en la posicion 335 con asparagina, en la posicion 370 con acido glutamico, en la
posicion 378 con valina, en la posicion 394 con metionina y en la posicion 424 con leucina; o una sustitucion en la
posicion 233 con acido aspartico y en la posicion 334 con acido glutamico; o una sustitucion en la posicion 334 con
acido glutamico, en la posicion 359 con asparagina, en la posicion 366 con serina y en la posiciéon 386 con arginina;
0 una sustitucion en la posicidon 312 con acido glutamico, en la posicion 327 con asparagina, y en la posicion 378
con serina; o una sustitucién en la posicién 288 con asparagina y en la posicién 326 con asparagina; o una
sustitucién en la posiciéon 247 con leucina y en la posicion 421 con lisina; o una sustitucion en la posicion 298 con
asparagina y en la posicion 381 con arginina; o una sustitucion en la posicién 280 con acido glutamico, en posicion
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354 con fenilalanina, en posicion 431 con acido aspartico, y en la posicion 441 con isoleucina; o una sustitucion en la
posicion 255 con glutamina y en la posicion 326 con acido glutamico; o una sustitucion en la posicion 218 con
arginina, en la posicion 281 con acido aspartico y en posicion 385 con arginina; o una sustitucion en la posicion 247
con leucina, en la posicion 330 con treonina y en la posicion 440 con glicina; o una sustitucion en la posicion 284 con
alanina y en la posicion 372 con leucina; o una sustitucion en la posicion 335 con asparagina, como posicion 387
con serina y en la posicion 435 con glutamina; o una sustitucion en la posicidon 247 con leucina, en la posicion 431
con valina y en la posicion 442 con fenilalanina.

En una realizacion especifica, la molécula de la invencién que comprende una region Fc variante con una afinidad
mejorada para FcyRIIIA y una afinidad disminuida o ninguna afinidad para FcyRIIB segun se determina basado en un
ensayo ELISA y/o un ensayo basado en ADCC usando anticuerpo ch-4-4-20 que lleva la region Fc de la variante
comprende una sustitucion en la posicion 379 con metionina; en posicion 219 con tirosina; en la posicién 282 con
metionina; en la posicion 401 con valina; en la posicidon 222 con asparagina; en la posicion 334 con isoleucina; en
posicion 334 con acido glutamico; en posicion 275 con tirosina; en posicion 398 con valina.

La invencién abarca un polipéptido aislado que comprende una regién Fc variante, en el que dicha region Fc
variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje, de tal manera que
dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIB con una afinidad aproximadamente 3 veces inferior a un
polipéptido comparable que comprende la regién Fc de tipo salvaje segun se determina mediante un ensayo ELISA,
en el que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden

la sustitucion en la posicion 288 con asparagina, en la posicion 330 con serina y en la posicién 396 con leucina. La
invencion abarca un polipéptido aislado que comprende una region Fc variante, en el que dicha region Fc variante
comprende modificaciones de aminoacidos en relacion con una region Fc de tipo salvaje, de manera que dicho
polipéptido se une especificamente a FcyRIIB con una afinidad aproximadamente 10-15 veces inferior a una que
comprende la region Fc de tipo salvaje segun se determina mediante un ensayo ELISA, en el que dichas
modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucion en la posicién 316 con acido aspartico, en la posicion 378
con valina y en la posicion 399 con acido glutamico. La invencién abarca un polipéptido aislado que comprende una
region Fc variante, en el que dicha region Fc variante comprende

modificaciones de aminoacidos en relacién con una region Fc de tipo salvaje, de manera que dicho polipéptido se
une especificamente a FcyRIIB con una afinidad aproximadamente 10 veces inferior a un polipéptido comparable
que comprende la region Fc de tipo salvaje determinada por un ensayo ELISA, en el que dichas modificaciones de
aminoacidos comprenden la sustitucion en la posicion 315 con isoleucina, en la posiciéon 379 con metionina 'y en la
posicion 399 con acido glutamico. La invencién abarca un polipéptido aislado que comprende una region Fc variante,
en el que dicha region Fc variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo
salvaje, de tal manera que dicho polipéptido se une especificamente a FcyRIIB con una afinidad aproximadamente 7
veces menor que un polipéptido comparable que comprende la regidon Fc de tipo salvaje segun se determina
mediante un ensayo ELISA, en el que dichas modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucién en la
posicion 243 con isoleucina, en la posicién 379 con leucina y en la posicion 420 con valina. La invencién abarca un
polipéptido aislado que comprende una region Fc variante, en el que dicha region Fc variante comprende
modificaciones de aminoacidos en relacién con una region Fc de tipo salvaje, de manera que dicho polipéptido se
une especificamente a FcyRIIB con una afinidad aproximadamente 3 veces menor que un polipéptido comparable
que comprende la regién Fc de tipo salvaje segun se determina mediante un ensayo ELISA, en el que dichas
modificaciones de aminoacidos comprenden la sustitucion en la posicion 392 con treonina y en la posicion 396 con
leucina. La invencioén abarca un polipéptido aislado que comprende una region Fc variante, en el que dicha region Fc
variante comprende modificaciones de aminoacidos relativas a una region Fc de tipo salvaje, de manera que dicho
polipéptido se une especificamente a FcyRIIB con una afinidad aproximadamente 5 veces menor que un polipéptido
comparable que comprende la region Fc de tipo salvaje segun se determina mediante un ensayo ELISA, en el que
dichas modificaciones de aminoacidos comprenden

la sustitucion en la posicion 268 con asparagina y en la posicion 396 con leucina. La invencién también abarca un
polipéptido aislado que comprende una region Fc variante, en el que dicha region Fc variante comprende
modificaciones de aminoacidos en relacién con una region Fc de tipo salvaje, de manera que dicho polipéptido se
une especificamente a FcyRIIB con una afinidad aproximadamente 2 veces menor que un polipéptido comparable.
Que comprende la region Fc de tipo salvaje segun se determina mediante un ensayo ELISA, en el que dichas
modificaciones de aminoacidos comprenden

la sustitucion en la posicion 319 con fenilalanina, en la posicion 352 con leucina y en la posicion 396 con leucina.
C. Mutantes con afinidad mejorada a FcyRIIIA y FcyRIIB

La invencion abarca moléculas que comprenden regiones Fc variantes, que tienen modificaciones de aminoacidos,
modificaciones que aumentan la afinidad de la regién Fc variante para FcyRIIIA y FcyRIIB en al menos 65%, al
menos 70%, al menos 75%, al menos 85%, al menos el 90%, al menos el 95%, al menos el 99%, al menos el 100%,
al menos el 200%, al menos el 300%, al menos 400% y disminuye la afinidad de la variante de la region Fc para
FcyRIIB por lo menos el 65%, por lo menos el 70%, por lo menos el 75%, por lo menos el 85%, por lo menos el 90%,
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por lo menos el 95%, por lo menos el 99%, por lo menos el 100%, por lo menos el 200%, por lo menos el 300%, por
lo menos el 400%. En una realizacion especifica, la molécula de la invencidon que comprende una region Fc variante
con una afinidad mejorada para FcyRIIIA y una afinidad mejorada para FcyRIIB (segin se determina basado en un
ensayo ELISA y/o un ensayo basado en ADCC usando anticuerpo ch-4-4-20 que lleva la region Fc variante como se
describe en el presente documento) comprende una sustitucion en la posicion 415 con isoleucina y en la posicion
251 con fenilalanina; o una sustitucién en la posicién 399 con acido glutamico, en la posicion 292 con leucina y en la
posicién 185 con metionina; o una sustitucion en la posicion 408 con isoleucina, en la posicién 215 con isoleucina, y
en la posicion 125 con leucina; o una sustitucion en la posicion 385 con acido glutamico y en la posicién 247 con
histidina; o una sustitucion en la posicion 348 con metionina, en la posicién 334 con asparagina, en la posicién 275
con isoleucina, en la posicién 202 con metionina y en la posicién 147 con treonina; o una sustitucién en la posicion
246 con treonina y en posicion 396 con histidina; o una sustitucion en la posicién 268 con acido aspartico y en la
posicion 318 con acido aspartico; o una sustitucion en la posicion 288 con asparagina, en la posicion 330 con serina
y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 244 con histidina, en la posicion 358 con metionina,
en la posicion 379 con metionina, en la posicion 384 con lisina y en la posicién 397 con metionina; o una sustitucion
en la posicién 217 con serina, en la posicién 378 con valina, y en la posicion 408 con arginina; o una sustitucion en
la posicion 247 con leucina, en la posicion 253 con asparagina y en la posicion 334 con asparagina; o una
sustitucion en la posicién 246 con isoleucina y en la posicion 334 con asparagina; o una sustitucion en la posicion
320 con acido glutamico y en la posicion 326 con acido glutamico; o una sustitucion en posicion 375 con cisteina 'y
en posicién 396 con leucina; o una sustitucién en la posicion 343 con serina, en la posicién 353 con leucina, en la
posicion 375 con isoleucina, en la posicion 383 con asparagina; o una sustitucion en la posicion 394 con metionina y
en la posicion 397 con metionina; o una sustitucion en la posiciéon 216 con acido aspartico, en posicion 345 con lisina
y en posicion 375 con isoleucina; o una sustitucion en la posicion 288 con asparagina, en la posicién 330 con serina,
y en la posicién 396 con leucina; o una sustitucion en la posicién 247 con leucina y en la posicién 389 con glicina; o
una sustitucion en la posicién 222 con asparagina, en la posicion 335 con asparagina, en la posicion 370 con acido
glutamico, en la posicion 378 con valina y en la posicion 394 con metionina; o una sustitucion en la posicion 316 con
acido aspartico, en la posicion 378 con valina y en la posicion 399 con acido glutdmico; o una sustitucién en la
posicion 315 con isoleucina, en la posicion 379 con metionina, y en la posicion 394 con metionina; o una sustitucion
en la posicion 290 con treonina y en la posicion 371 con acido aspartico; o una sustitucion en la posicion 247 con
leucina y en posicion 398 con glutamina; o una sustitucion en la posicion 326 con glutamina; en posicion 334 con
acido glutamico, en posicion 359 con asparagina, y en la posicion 366 con serina; o una sustitucion en la posicion
247 con leucina y en la posicion 377 con fenilalanina; o una sustitucion en la posicién 378 con valina, en la posicion
390 con isoleucina y en la posicién 422 con isoleucina; o una sustitucion en la posiciéon 326 con acido glutamico y en
la posicion 385 con acido glutamico; o una sustitucion en la posicion 282 con acido glutamico, en la posicion 369 con
isoleucina y en la posicion 406 con fenilalanina; o una sustituciéon en la posicién 397 con metionina; en la posicion
411 con alanina y en la posicion 415 con asparagina; o una sustitucion en la posicion 223 con isoleucina, en la
posicion 256 con serina y en la posicion 406 con fenilalanina; o una sustitucion en la posicion 298 con asparagina y
en la posicion 407 con arginina; o una sustitucion en la posicion 246 con arginina, en la posicion 298 con asparagina,
y en la posicién 377 con fenilalanina; o una sustituciéon en la posicién 235 con la prolina, en la posicion 382 con
metionina, en la posicién 304 con glicina, en la posicion 305 con isoleucina y en la posicion 323 con isoleucina; o
una sustitucion en la posicion 247 con leucina, en la posicion 313 con arginina, y en la posicién 388 con glicina; o
una sustitucion en posicion 221 con tirosina, en posicion 252 con isoleucina, en posicion 330 con glicina, en posicion
339 con treonina, en posiciéon 359 con asparagina, en posicion 422 con isoleucina, y en posicién 433 con leucina; o
una sustitucion en la posicion 258 con acido aspartico, y en la posicion 384 con lisina; o una sustitucion en la
posicidn 241 con leucina y en la posicion 258 con glicina; o una sustitucion en la posicion 370 con asparagina y en la
posicion 440 con asparagina; o una sustitucion en la posicién 317 con asparagina y una eliminacion en la posicion
423; o una sustituciéon en la posicion 243 con isoleucina, en la posicion 379 con leucina y en la posicién 420 con
valina; o una sustitucion en la posicion 227 con serina y en la posicion 290 con acido glutamico; o una sustitucion en
la posicién 231 con valina, en la posicion 386 con histidina, y en la posicién 412 con metionina; o una sustitucion en
la posicion 215 con la prolina, en la posicion 274 con asparagina, en la posicion 287 con glicina, en la posicion 334
con asparagina, en el posiciéon 365 con valina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 293
con valina, en la posiciéon 295 con acido glutamico y en la posicion 327 con treonina; o una sustitucion en la posicion
319 con fenilalanina, en la posicion 352 con leucina, y en la posicién 396 con leucina; o una sustituciéon en la
posicion 392 con treonina y en la posicion 396 con leucina; en una sustitucion en la posicién 268 con asparagina y
en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 290 con treonina, en la posicion 390 con isoleucina, y
en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 326 con isoleucina y en la posicion 396 con leucina;
0 una sustitucion en la posicién 268 con acido aspartico y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la
posicion 210 con metionina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 358 con prolinay en la
posiciéon 396 con leucina; o una sustitucion en la posicién 288 con arginina, en la posicion 307 con alanina, en la
posicion 344 con acido glutamico y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 273 con
isoleucina, en la posiciéon 326 con acido glutamico, en la posiciéon 328 con isoleucina y en la posicion 396 con
leucina; o una sustitucién en la posicion 326 con isoleucina, en la posicion 408 con asparagina y en la posicion 396
con leucina; o una sustitucién en la posicion 334 con asparagina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion
en la posicién 379 con metionina y en la posicién 396 con leucina; o una sustitucion en la posicidon 227 con serina y
en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 217 con serina y en la posicién 396 con leucina; o
una sustitucion en la posicién 261 con asparagina, en la posicion 210 con metionina y en la posicion 396 con
leucina; o una sustitucion en la posicion 419 con histidina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la
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posicion 370 con acido glutamico y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 242 con
fenilalanina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 255 con leucina y en la posicion 396
con leucina; o una sustitucién en la posicion 240 con alanina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la
posicion 250 con serina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 247 con serina y en la
posiciéon 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 410 con histidina y en la posicién 396 con leucina; o una
sustitucion en la posicion 419 con leucina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicién 427 con
alanina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 258 con acido aspartico y en la posicion
396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 384 con lisina y en la posicién 396 con leucina; o una sustitucion en
la posicion 323 con isoleucina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 244 con histidina y
en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 305 con leucina y en la posicién 396 con leucina; o
una sustitucion en la posicion 400 con fenilalanina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion
303 con isoleucina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posiciéon 243 con leucina, en la posicion
305 con isoleucina, en la posicion 378 con acido aspartico, en la posicion 404 con serina y en la posicion 396 con
leucina; o una sustitucién en la posicion 290 con acido glutamico, en posicion 369 con alanina, en posicion 393 con
alanina y en posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicién 210 con asparagina, en la posicion 222 con
isoleucina, en la posicion 320 con metionina y en la posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 217
con serina, en la posicion 305 con isoleucina, en la posicién 309 con leucina, en la posicion 390 con histidina y en la
posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 246 con asparagina; en posiciéon 419 con arginina y en
posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicién 217 con alanina, en la posicién 359 con alanina y en la
posicion 396 con leucina; o una sustitucion en la posicion 215 con isoleucina, en la posicion 290 con valinay en la
posicién 396 con leucina; o una sustitucion en la posicién 275 con leucina, en posicién 362 con histidina, en posicion
384 con lisina y en posicion 396 con leucina; o una sustitucidn en la posicion 334 con asparagina; o una sustitucion
en la posicién 400 con prolina; o una sustitucion en la posicién 407 con isoleucina; o una sustitucién en la posicion
372 con tirosina; o una sustitucion en la posicion 366 por asparagina; o una sustitucion en la posicion 414 con
asparagina; o una sustitucion en la posicion 352 con leucina; o una sustitucion en la posicion 225 con serina; o una
sustitucion en la posicién 377 con asparagina; o una sustitucion en la posicion 248 con metionina.

D. Mutantes con funciones alteradas del efecto medicado por FcyR

La invencion abarca inmunoglobulina que comprende variantes de Fc con funciones efectoras alteradas. En algunas
realizaciones, las inmunoglobulinas que comprenden variantes de Fc median la funcién efectora de manera mas
eficaz en presencia de células efectoras segin se determina usando ensayos conocidos en la técnica y
ejemplificados en el presente documento. En otras realizaciones, las inmunoglobulinas que comprenden variantes
de Fc median la funcién efectora de manera menos eficaz en presencia de células efectoras determinadas mediante
ensayos conocidos en la técnica y ejemplificados en el presente documento. En realizaciones especificas, las
variantes Fc de la invencién pueden combinarse con otras modificaciones Fc conocidas que alteran la funciéon
efectora, de tal manera que la combinacién tiene un efecto sinérgico aditivo. Las variantes de Fc de la invencion han
alterado la funcion efectora in vitro y/o in vivo.

En una realizacion especifica, las inmunoglobulinas de la invencion con afinidad mejorada para FcyRIIIA y/o FcyRIIA
tienen una funcion efectora mediada por FcyR mejorada segun se determina usando los ensayos de actividad de
ADCC descritos en el presente documento. Ejemplos de funciones efectoras que podrian ser mediadas por las
moléculas de la invencion incluyen, pero no se limitan a unién de C1q, citotoxicidad dependiente del complemento,
citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpos (ADCC), fagocitosis, etc. Las funciones efectoras de
las moléculas de la invencion pueden ensayarse usando métodos estandar conocidos en la técnica, ejemplos de los
cuales se describen en la seccion 5.2.6. En una realizacion especifica, las inmunoglobulinas de la invenciéon que
comprenden una region Fc variante con afinidad mejorada para FcyRIIIA y/o FcyRIIA median la citotoxicidad
mediada por células dependientes de anticuerpo (ADCC) 2 veces mas eficazmente, que una inmunoglobulina que
comprende una region Fc de tipo salvaje. En ofras realizaciones, las inmunoglobulinas de la invencion que
comprenden una region Fc variante con mayor afinidad para FcyRIIIA y/o FcyRIIA median citotoxicidad mediada por
células dependientes de anticuerpo (ADCC) al menos 4 veces, al menos 8 veces, al menos 10 veces, al menos 100
veces, al menos 1000 veces, al menos 10* veces, al menos 10% veces mas eficazmente, que una inmunoglobulina
que comprende una region Fc de tipo salvaje. En otra realizacion especifica, las inmunoglobulinas de la invencion
con afinidad mejorada para FcyRIIIA y/o FcyRIIA tienen actividad de unién a C1q alterada. En algunas realizaciones,
las inmunoglobulinas de la invencién con afinidad mejorada para FcyRIIIA y/o FcyRIIA tienen al menos 2 veces, al
menos 4 veces, al menos 8 veces, al menos 10 veces, al menos 100, al menos 1000 veces, al menos 10* veces, al
menos 10° veces mayor que una inmunoglobulina que comprende una region Fc de tipo salvaje. Todavia en otra
realizacion especifica, las inmunoglobulinas de la invencion con afinidad mejorada para FcyRIIIA y/o FcyRIIA tienen
citotoxicidad dependiente del complemento alterada. En aun otra realizacion especifica, las inmunoglobulinas de la
invencion con afinidad mejorada para FcyRIIA y/o FcyRIIA tienen una citotoxicidad dependiente del complemento
mejorada que una inmunoglobulina que comprende una region Fc de tipo salvaje. En algunas realizaciones, las
inmunoglobulinas de la invencién con afinidad mejorada para FcyRIIIA y/o FcyRIIA tienen al menos 2 veces, al
menos 4 veces, al menos 8 veces, al menos 10 veces, al menos 100, al menos 1000 veces, al menos 10* veces, por
lo menos 10° veces superior a la citotoxicidad dependiente del complemento que una inmunoglobulina que
comprende una regién Fc de tipo salvaje.
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En otras realizaciones, las inmunoglobulinas de la invencién con afinidad mejorada para FcyRIIIA y/o FcyRIIA tienen
actividad de fagocitosis mejorada con respecto a una inmunoglobulina que comprende una region Fc de tipo salvaje,
segun se determina mediante ensayos estandar conocidos por un experto en la técnica o descritos en el presente
documento. En algunas realizaciones, las inmunoglobulinas de la invencién con afinidad mejorada para FcyRIIIA y/o
FcyRIIA tienen actividad de fagocitosis al menos 2 veces, al menos 4 veces, al menos 8 veces, al menos 10 veces
mayor a una inmunoglobulina que comprende una region Fc de tipo salvaje.

En una realizacion especifica, la invencién abarca una inmunoglobulina que comprende una regiéon Fc variante con
modificaciones de aminoacidos, con una afinidad mejorada para FcyRIIIA y/o FcyRIIA de tal manera que la
inmunoglobulina tiene una funcion efectora mejorada, por ejemplo, citotoxicidad mediada por células dependientes
de anticuerpos o fagocitosis. En una realizacion especifica, las modificaciones de aminoacidos que aumentan la
afinidad de la region Fc variante para FcyRIIIA y/o FcyRIIA y aumentan la actividad ADCC de la inmunoglobulina
comprenden una sustitucion en la posicién 379 con metionina; o una sustitucion en la posicidon 243 con isoleucina y
en la posicion 379 con leucina; o una sustitucion en la posicién 288 con asparagina, en la posicion 330 con serina, y
en la posicién 396 con leucina; o una sustitucion en la posicidon 243 leucina y en la posicion 255 con leucina; o una
sustituciéon en la posicion 334 con acido glutamico, en la posicién 359 con asparagina, y en la posicion 366 con
serina; o una sustitucion en la posicion 288 con metionina y en la posicion 334 con acido glutamico; o una sustitucion
en la posicion 334 con acido glutamico y en la posicion 292 con leucina; o una sustitucion en la posicién 316 con
acido aspartico, en la posicion 378 con valina, y en la posicion 399 con acido glutamico; o una sustitucion en la
posicion 315 con isoleucina, en la posicion 379 con metionina, y en la posicion 399 con acido glutamico; o una
sustitucion en la posicion 243 con isoleucina, en la posicion 379 con leucina, y en la posicién 420 con valina; o una
sustitucién en la posiciéon 247 con leucina y en la posicion 421 con lisina; o una sustitucion en la posicion 248 con
metionina; o una sustitucion en la posicién 392 con treonina y en la posiciéon 396 con leucina; o una sustitucion en la
posicion 293 con valina, en la posicion 295 con acido glutamico y en la posicién 327 con treonina; o una sustitucion
en la posicidon 268 con asparagina y en posicion 396 con leucina; o una sustitucién en la posicion 319 con
fenilalanina, en la posicion 352 con leucina, y en la posicion 396 con leucina.

En otra realizacion especifica, las modificaciones de aminoacidos que aumentan la actividad ADCC de la
inmunoglobulina son cualquiera de las mutaciones enumeradas a continuacion, en la Tabla 7.

Tabla 7. Modificacion de aminoacidos con ADCC incrementado

E333A, K334A

R292L, K334E

V379M

S219Y

V282M

K222N

F2431,V379L

F243L,R255L,E318K

K334l

K334E, T359N,T366S

K288M, K334E

K288N, A330S,P396L

K326E

G316D,A378V,D399E

N3151,V379M,T394M

F2431,V379L,G420V

E293V,Q295E,A327T

Y319F,P352L,P396L
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K392T,P396L

K248M

H268N,P396L

K290T, N390I, P396L

K326, P396L

H268D, P396L

K210M, P396L

L358P, P396L

K288R, T307A, K344E,P396L

V273I, K326E, L328I, P396L

K3261, S408N, P396L

K334N, P396L

V379M, P396L

P227S, P396L

P217S, P396L

K261N, K210M, P396L

Q419H, P396L

K370E, P396L

L242F, P396L

F243L, V305I, A378D, F404S, P396L

R255L, P396L

V240A, P396L

T250S, P396L

P247S, P396L

K290E, V369A, T393A, P396L

K210N, K222I, K320M, P396L

L410H, P396L

Q419L,P396L

V427A, P396L

P217S, V305I, I1309L, N390H, P396L

E258D, P396L

N384K, P396L

V323l, P396I

K246N, Q419R, P396L

P217A, T359A, P396L
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P244H, P396L

V2151, K290V, P396L

F275L, Q362H, N384K, P396L

V305L, P396L

S400F, P396L

V303l, P396L

D270E, G316D, R416G

P247L, N421K

P247L, N421K, D270E

Q419H, P396L, D270E

K370E, P396L, D270E

R255L, P396L, D270E

V240A, P396L, D270E

K392T, P396L, D270E

Alternativamente o adicionalmente, puede ser Util combinar las modificaciones de aminoacidos anteriores o cualquier
otra modificacién de aminoacidos descrita en el presente documento con una o mas modificaciones de aminoacidos
adicionales que alteren la funcion de citotoxicidad dependiente de C1q y/o dependiente del complemento de la
region Fc. La molécula de partida de interés particular en el presente documento es usualmente una que se une a
C1qg y muestra citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Las sustituciones de aminoacidos adicionales
descritas en el presente documento generalmente serviran para alterar la capacidad de la molécula de partida de
unirse a C1q y/o modificar su funcion de citotoxicidad dependiente del complemento, por ejemplo, para reducir y
preferiblemente abolir estas funciones efectoras. Sin embargo, aqui se contemplan moléculas que comprenden
sustituciones en una o mas de las posiciones descritas con una funcidon de citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC) y/o ligacién C1q mejorada. Por ejemplo, la molécula de partida puede ser incapaz de unirse a
C1q y/o mediar CDC y puede ser modificada de acuerdo con las ensefianzas de la presente, de modo que adquiera
estas funciones efectoras adicionales. Ademas, las moléculas con actividad de unién C1q preexistente, que
opcionalmente tienen ademas la capacidad de mediar en CDC, pueden modificarse de manera que se potencien
una o ambas de estas actividades.

Como se ha descrito anteriormente, se puede disefiar una region Fc con una funcién efectora alterada, por ejemplo,
modificando la unién de C1q y/o a FcR y cambiando de ese modo la actividad de CDC y/o la actividad de ADCC. Por
ejemplo, se puede generar una region Fc variante con una unién C1q mejorada y una unién FcyRIIl mejorada; por
ejemplo, que tiene actividad ADCC mejorada y actividad CDC mejorada. Alternativamente, cuando se desea que la
funcién efectora se reduzca o se elimine, se puede disefiar una regién Fc variante con actividad CDC reducida y/o
actividad ADCC reducida. En otras realizaciones, se puede aumentar solamente una de estas actividades, y
opcionalmente también reducir la otra actividad, por ejemplo, para generar una variante de la region Fc con actividad
ADCC mejorada, pero reduciendo la actividad de los CDC y viceversa.

La invencion abarca variantes especificas de la region Fc que se han identificado utilizando los métodos de la
invencion a partir de una biblioteca de levaduras de mutantes después de la segunda y cuarta ronda de clasificacion
se enumeran en la Tabla 8. La Tabla 8 resume los diversos mutantes que se identificaron usando la métodos de la
invencion. Los mutantes se ensayaron utilizando un ensayo de ELISA para determinar la unién a FcyRIIIA y FcyRIIB.
Los mutantes también se ensayaron en un ensayo ADCC, clonando las variantes Fc en un anticuerpo ch 4-4-20
usando meétodos descritos y ejemplificados en el presente documento. Los articulos en negrita se refieren a
experimentos, en los que el ch4-4-20 se purificaron antes del ensayo de ADCC. La concentraciéon de anticuerpos
utilizada estaba en el intervalo de 0,5 yg/ml a 1,0 pg/ml.
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TABLA 8: MUTACIONES IDENTIFICADAS EN LA REGION Fc

Mutaciones Dominio Union a | Union 4-4-20
FcyRIIIA aFcyRIIB ADCC
(ELISA) (ELISA) (Lisis

Relativa
(Mut/Wit)

biblioteca pYD-CH1 criba FACS con tetramero 3A

Q347H; A339V CH3 10.5x NT

S4151; L251F CH2,CH3 10.5x 1.75x 0.82

K392R CH3 N/C NT

D399E; R292L; V185M CH1,CH2,CH3 N/C 10.5x 0.65
0.9

K290E; L142P CH1, CH2 N/C NT

R301C; M252L; S192T CH1,CH2 .5x NT

P291S; K288E; H268L: A141V CH1,CH2 .5x NT

N315I CH2 N/C T.75x

S1321 CH1 N/C NT

S383N; N384K; T256N; V262L; K218E; R214l; K205E; All 10.5x NT

F149Y; K133M

S408l; V215l; V125L CH1,CH2,CH3 10.5x 1.75x 0.62

P396L CH3 Tx. Tx 0.55

G385E; P247H; CH2, CH3 TMx 1.75x 0.44

P396H CH3 Tx Tx 0.58

A162V CH1 N/C NT

V348M; K334N; F275I; Y202M; K147T CH1,CH2,CH3 10.5x 1.75x 0.33

H310Y; T289A; G337E CH2 T.5x NT

S119F; G371S; Y407V, E258D CH1,CH2,CH3 N/C N/C 0.29

K409R;S166N CH1, CH3 N/C NT

mutantes dirigidos al sitio in vitro

R292L CH2 NT NT 0.82

T359N CH3 NT NT 1.06

T366S CH3 NT NT 0.93

E333A, K334A CH2 NT NT 1.41

R292L, K334E CH2 NT NT 1.41;1.64

R292L, P396L, T359N CH2, CH3 NT NT 0.89; 1.15

V379L CH3 NT NT 0.83
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Mutaciones Dominio Union a | Union 4-4-20
FcyRIIIA aFcyRIIB ADCC
(ELISA) (ELISA) (Lisis

Relativa
(Mut/Wit)

K288N CH2 NT NT 0.78

A330S CH2 NT NT 0.52

F243L CH2 NT NT 0.38

E318K CH2 NT NT 0.86

K288N, A330S CH2 NT NT 0.08

R255L, E318K CH2 NT NT 0.82

F243L, E318K CH2 NT NT 0.07

Mutantes en la mini-biblioteca 4-4-20

Aumento de la union a FcyRIIA, disminucion o no

cambio a la unién FcyRIIB N/C significa ningun cambio;

N/B significa que no hay unién; NT significa no probado

V379M CH3 T2x N/C 1.47

S219Y Bisagra TMx JOoN/B | 1.28

V282M CH2 Tx LOoN/B | 1.25; 1

F2751,K334N,V348M CH2 10.5x N/C

D401V CH3 10.5x N/C

V279L,P395S CH2 Tx N/C

K222N Bisagra T™x J0o N/B 1.33; 0.63

K246T,Y319F CH2 ™Mx N/C

F2431,V379L CH2,CH3 T.5x JOoN/B | 1.86;1.35

F243L,R255L,E318K CH2 TMx JOoN/B | 1.81;1.45

K334l CH2 ™Mx N/C 2.1;1.97

K334E,T359N,T366S CH2,CH3 T1.5x N/C 1.49; 1.45

K288M,K334E CH2 T 3x JOoN/B | 1.61;1.69

K334E,E380D CH2,CH3 T1.5x N/C

T2568,V305I, K334E,N390S CH2,CH3 T1.5x N/C

K334E CH2 12.5x N/C 1.75;2.18

T335N,K370E,A378V,T394M,S424L CH2,CH3 10.5x N/C

E233D,K334E CH2 T1.5x N/C 0.94; 1.02

K334E,T359N,T366S,Q386R CH2 TMx N/C
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Mutaciones Dominio Unioén a | Unién 4-4-20
FcyRIIA aFcyRIIB ADCC
(ELISA) (ELISA) | (Lisis

Relativa
(Mut/Wt)

Aumento de la unién a FcylllA'y FcyRIIB

K246T,P396H CH2,CH3 Tx 12.5x

H268D,E318D CH2 T1.5x 15x

K288N,A330S,P396L CH2,CH3 T5x 13x 2.34;
1.66; 2.54

I377F CH3 T1.5x 10.5x

P244H,L358M, V379M,N384K,V397M CH2,CH3 T1.75x 11.5x

P217S,A378V,S408R Bisagra,CH3 T2x 14.5x

P247L, 1253N, K334N CH2 T3x 12.5x

P247L CH2 10.5x T4x 0.91;0.84

F372Y CH3 10.75x 15.5x 0.88; 0.59

K326E CH2 T2x 13.5x 1.63;2

K246l, K334N CH2 10.5x T4x 0.66; 0.6

K320E,K326E CH2 Tx ™Mx

H224L Bisagra 10.5x T5x 0.55; 0.53

S375C,P396L CH3 T1.5x 14,5x

D312E,K327N,1378S CH2,CH3 10.5x N/C

K288N, K326N CH2 X N/C

F275Y CH2 T3x N/C 0.64

P247L,N421K CH2,CH3 13x N/C 2.0

S298N,W381R CH2,CH3 T2x N/C

D28UE,S354F ,A431D,L441] CH2,CH3 13x N/C 0.62

R255Q,K326E CH2 T2x N/C 0.79

K218R,G281D,G385R H, CH2,CH3 13.5x N/C 0.67

L398V CH3 T1.5x N/C

P247L,A330T,S440G CH2,CH3 T0.75x 10.25x

V284A,F372L CH2,CH3 1x N/C
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Mutaciones Dominio Unioén a | Unién 4-4-20
FcyRIIA aFcyRIIB ADCC
(ELISA) (ELISA) | (Lisis

Relativa
(Mut/Wt)

T335N,P387S,H435Q CH2,CH3 1.25x N/C

P247L,A431V,S442F CH2,CH3 1x N/C

Aumento de la unién a FcyRIIIA y FcyRIIB CH3 10.5x T6x

P343S,P353L,53751,S383N

T394M,V397M CH3 10.5x 13x

E216D,E345K,S375I H, CH2,CH3 T0.5x Tax

K334N, CH2 10.5x T2x

K288N,A330S,P396L CH2,CH3 T0.5x Tox

P247L,E389G CH2,CH3 T1.5x Tox

K222N,T335N,K370E.A378V,T394M H, CH2,CH3 Tx T7x

G316D,A378V,D399E CH2,CH3 T1.5x T4x 2.24

N315l,V379M,T394M CH2,CH3 Tx Tox 1.37

K290T,G371D, CH2,CH3 70.25x T6x

P247L,L398Q CH2,CH3 T.25x T10x

K326Q,K334E,T359N,T366S CH2,CH3 T1.5x 15x

S400P CH3 TMx T6x

P247L.1377F CH2,CH3 Tx 15x

A378V,N3901,V422] CH3 10.5x 15x

K326E,G385E CH2,CH3 T0.5x T15x

V282E,V3691,L406F CH2,CH3 T0.5x T7x

V397M,T411A,S415N CH3 70.25x 15x

T2231,T256S,L406F H,CH2, CH3 70.25x T6x

S298N,S407R CH2, CH3 10.5x T7x

K246R,S298N,I377F CH2,CH3 Tx 15x

S407I CH3 10.5x T4x

F372Y CH3 10.5x T4x

L235P,V382M,S304G,V305I,V323l CH2,CH3 T2x T2x

P247L,W313R,E388G CH2,CH3 T1.5x ™Mx

D221Y,M2521,A330G,A339T,T359N,V4221,H433L H, CH2,CH3 12.5x T6x

E258D,N384K CH2,CH3 T1.25x Tax
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Mutaciones Dominio Unioén a | Unién 4-4-20
FcyRIIA aFcyRIIB ADCC
(ELISA) (ELISA) | (Lisis

Relativa
(Mut/Wt)

F24IL,E258G CH2 T2x 12.5x -0.08

K370N,S440N CH3 Tx 13.5x

K317N,F423-deleted CH2,CH3 12.5x T7x 0.18

F2431,V379L,G420V CH2,CH3 12.5x 13.5x 1.35

P227S,K290E H, CH2 T1x 10.5x

A231V,Q386H,V412M CH2,CH3 11.5x 16x

T215P,K274N,A287G,K334N,L365V,P396L H, CH2,CH3 12x 14x

Aumento de la unién a FcyRIIB pero no FcyRIIIA

K334E,E380D CH2,CH3 N/C 14.5x

T366N CH3 N/C T5x

P244A,K3261,C367R,S3751,K447T CH2,CH3 N/C 13x

C229Y,A287T,V379M,P396L,L443V H, CH2,CH3 10.25x T10x

Disminucion de la unién a FcyRIIIA y FcyRIIB

R301H, K340E,D399E CH2,CH3 10.50x 10.25x

K414N CH3 10.25x N/B

P291S,P353Q CH2,CH3 40.50x 10.25x

V240l, V281M CH2 10.25x 10.25x

P232S, S304G CH2 N/B N/B

E269K,K290N,Q311R,H433Y CH2,CH3 N/B N/B

M352L CH3 N/B N/B

E216D,K334R,S375I H, CH2,CH3 N/B N/B

P247L,L406F CH2,CH3 N/B N/B

T335N,P387S,H435Q CH2,CH3 N/B N/B

T225S CH2 10.25x 40.50x

D399E,M428L CH3 10.50x 10.50x

K2461,Q362H,K370E CH2,CH3 N/B 10.50x

K334E,E380D,G446V CH2,CH3 N/B N/B

I377N CH3 40.50x N/B

V303I,V369F,M428L CH2,CH3 N/B N/B
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Mutaciones Dominio Union a | Union 4-4-20
FcyRIIIA aFcyRIIB ADCC
(ELISA) (ELISA) (Lisis

Relativa
(Mut/Wit)

L251F,F372L CH2,CH3 N/B N/B

K246E, V284M,V308A CH2,CH3 N/B N/B

D399E, G402D CH3 N/B N/B

D399E, M428L CH3 N/B N/B

pisminucic’m FcyRIIB/seleccion FcyRIIIA: biblioteca Fc

ingenua

E293V,Q295E,A327T CH2 10.4x JOoN/B | 4.29

Y319F,P352L,P396L CH2,CH3 13.4x T2x 1.09

K392T,P396L CH3 14.5x 12.5x 3.07

K248M CH2 10.4x JOoN/B | 4.03

H268N,P396L CH2,CH3 12.2x 14.5x 2.24

Biblioteca de competicion de soluciones 40X FcyRIIB-

G2:P396L

D221E, D270E, V308A, Q311H, P396L, G402D 13.6x 10.1x 3.17

Criba de equilibrio: monémero FcyRIIIA 0,8 uM:

biblioteca P396L

K290T, N390I, P396L CH2, CH3 12.8x 16.1x 1.93

K3261, P396L CH2, CH3 12.9x 15.9x 1.16

H268D, P396L CH2. CH3 13.8x T3.7x 215

K210M, P396L CH1, CH3 T1.9x T4.6x 2.02

K334N, P396L CH2, CH3 13.1x T3x 2.43

V379M, P396L CH3 T1.9x 15.6x 2.01

P227S, P396L CH2, CH3 T1.5x T4x 2.01

P217S, P396L H, CH3 T1.6x T4.5x 2.04

K261N, K210M, P396L CH2, CH3 To2x T4.2x 2.06

Criba cinética: 0,8 pM, 1' con FcyRIIIA frio 8 pM:

Biblioteca P396L

termino es M, P396L CH3 T1.9x T7.2x 3.09

Q419H,P396L CH3 T2x 16.9x 2.24

K370E, P396L CH3 T2x 16.6x 247

L242F, P396L CH2, CH3 12.5x T4.1x 24
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Mutaciones Dominio Union a | Union 4-4-20
FcyRIIIA aFcyRIIB ADCC
(ELISA) (ELISA) (Lisis
Relativa
(Mut/Wit)
F243L, V305I, A378D, F404S, P396L CH2, CH3 T1.6x 15.4x 3.59
R255L, P396L CH2, CH3 T1.8x T6x 2.79
V240A, P396L CH2, CH3 T1.3x T4.2x 2.35
T2508, P396L CH2, CH3 T1.5x 16.8x 1.60
P247S, P396L CH2,CH3 T.2x T4.2x 2.10
K290E, V369A, T393A, P396L CH2,CH3 T1.3x 16.7x 1.55
K210N, K222I, K320M, P396L H, CH2,CH3 T2.7x 18.7x 1.88
L410H, P396L CH3 T.7x T4.5x 2.00
Q419L,P396L CH3 12.2x 16.1x 1.70
V427A, P396L CH3 T1.9x 14.7x 1.67
P217S, V305I, I309L, N390H, P396L H, CH2,CH3 T2x T7x 1.54
E258D, P396L CH2,CH3 T.9x 14.9x 1.54
N384K, P396L CH3 12.2x 15.2x 1.49
V323l, P396L CH2,CH3 T.1x 18.2x 1.29
K246N, Q419R, P396L CH2,CH3 T.1x T4.8x 1.10
P217A, T359A, P396L H,CH2,CH3 T1.5x T4.8x 1.17
P244H, P396L CH2,CH3 12.5x T4x 1.40
V215I, K290V, P396L H,CH2,CH3 T2.2x T4.6x 1.74
F275L, Q362H, N384K, P396L CH2,CH3 12.2x 13.7x T1.51
V305L, P396L CH2,CH3 T1.3x 15.5x 1.50
S400F, P396L CH3 T1.5x T4.7x 1.19
V303I, P396L CH3 T™.1x T4x 1.01
Disminucion FcyRIIB FCyRIIIA 158V seleccion en fase
sélida: Biblioteca ingenua
A330V, H433Q, V427M CH2,CH3 NT NT NT
V263Q, E272D, Q419H CH2,CH3 NT NT NT
N276Y, T393N, W417R CH2,CH3 NT NT NT
V282L, A330V, H433Y, T436R CH2,CH3 NT NT NT
A330V, Q419H CH2,CH3 NT NT NT
V284M, S298N, K334E, R355W CH2,CH3 NT NT NT
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Mutaciones Dominio Union a | Union 4-4-20
FcyRIIIA aFcyRIIB ADCC
(ELISA) (ELISA) (Lisis
Relativa
(Mut/Wit)
A330V, G427M, K438R CH2,CH3 NT NT NT
S219T, T225K, D270E, K360R CH2,CH3 NT NT NT
K222E, V263Q, S298N CH2 NT NT NT
V263Q, E272D CH2 NT NT NT
R292G CH2 NT NT NT
S298N CH2 NT NT NT
E233G, P247S, L306P CH2 NT NT NT
D270E CH2 NT NT NT
S219T, T225K, D270E CH2 NT NT NT
K326E, A330T CH2 NT NT NT
E233G CH2 NT NT NT
S254T, A330V, N361D, P243L CH2,CH3 NT NT NT

Diminucion FcyRIIB FcyRIIA 158F seleccion en fase
solida: Biblioteca ingenua

158F por FACS top 0.2%

V284M, S298N, K334E, R355W R416T CH2, CH3 NT NT

Disminucion FcyRIIB FcgRIIA 131H seleccion en fase
solida: Biblioteca ingenua

R292P, V305l CH2,CH2 NT NT
D270E, G316D, R416G CH2,CH3 NT NT
V284M, R292L, K370N CH2,CH3 NT NT
R292P, V305I, F243L CH2 NT NT

En realizaciones preferidas, la invenciéon proporciona moléculas de inmunoglobulina modificadas (por ejemplo,
anticuerpos) con regiones Fc variantes, que tienen modificaciones de aminoacidos, cuyas modificaciones de
aminoacidos aumentan la afinidad de la molécula para FcyRIIIA y/o FcyRIIA. Tales inmunoglobulinas incluyen
moléculas de IgG que contienen naturalmente regiones de unidn a FcyR (por ejemplo, region de union a FcyRIIIA y/o
FcyRIl) o derivados de inmunoglobulina que han sido modificados genéticamente para contener una region de union
FcyR (por ejemplo, region de unién FcyRIIA y/o FcyRIIB. Las inmunoglobulinas modificadas de la invencion incluyen
cualquier molécula de inmunoglobulina que se une, preferiblemente, inmunoespecificamente, es decir, compite
contra la union no especifica determinada por inmunoensayos bien conocidos en la técnica para ensayar un
antigeno antigeno-anticuerpo especifico y contiene un FcyR (por ejemplo, una region de union a FcyRIIA y/o
FcyRIIB). Tales anticuerpos incluyen, pero no se limitan a, policlonales, monoclonales, biespecificos,
multiespecificos, humanos, humanizados, anticuerpos quiméricos, anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos Fab,
fragmentos F(ab'),, Fvs unidos por disulfuro y fragmentos que contienen un dominio VL o VH o incluso una region
determinante complementaria (CDR) que se une especificamente a un antigeno, en ciertos casos, disefiados para
contener o fusionarse a una region de unién a FcyR.

También se describen moléculas que comprenden porciones de una regiéon Fc. Como se usa aqui, el término
porcién de una region Fc se refiere a fragmentos de la region Fc, preferiblemente una porcion con actividad efectora
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y/o actividad de union a FcyR (o una regién comparable de un mutante que carece de tal actividad). El fragmento de
una region Fc puede variar en tamafio desde 5 aminoacidos hasta toda la regién Fc menos un aminoacido. La
porcién de una region Fc puede faltar hasta 10, hasta 20, hasta 30 aminoacidos desde el extremo N-terminal o C-
terminal.

Las moléculas de IgG de la invencion son preferiblemente subclase IgG1 de IgG, pero también pueden ser cualquier
otra subclase de IgG de animales dados. Por ejemplo, en seres humanos, la clase IgG incluye 1gG1, IgG2, IgG3 e
IgG4; e IgG de ratdn incluye IgG1. 1IgG2a, 1gG2b, IgG2c e 1gG3.

Las inmunoglobulinas (y otros polipéptidos usados en en el presente documento) pueden ser de cualquier origen
animal incluyendo aves y mamiferos. Preferiblemente, los anticuerpos son humanos, roedores (por ejemplo, ratén y
rata), burro, oveja, conejo, cabra, cobaya, camello, caballo o pollo. Como se usan en el presente documento, los
anticuerpos "humanos" incluyen anticuerpos que tienen la secuencia de aminoacidos de una inmunoglobulina
humana e incluyen anticuerpos aislados de bibliotecas de inmunoglobulina humana o de animales transgénicos para
una o mas inmunoglobulinas humanas y que no expresan inmunoglobulinas endégenas, Por ejemplo, en la Patente
de los Estados Unidos No. 5,939,598 de Kucherlapati et al.

Los anticuerpos de la presente invencidon pueden ser monoespecificos, biespecificos, triespecificos o de mayor
multiespecificidad. Los anticuerpos multiespecificos pueden ser especificos para diferentes epitopos de un
polipéptido o pueden ser especificos para epitopos heterélogos, tales como un polipéptido heterélogo o material de
soporte solido. Véase, por ejemplo, publicaciones PCT WO 93/17715; WO 92/08802; WO 91/00360; WO 92/05793;
Tutt, et al., J. Immunol., 147:60-69, 1991; Patentes de los Estados Unidos Nos. 4,474,893; 4,714,681; 4,925,648;
5,573,920; 5,601,819; Kostelny et al., J. Immunol., 148:1547-1553, 1992.

Los anticuerpos multiespecificos tienen especificidades de union para al menos dos antigenos diferentes. Mientras
que tales moléculas normalmente sélo se uniran a dos antigenos (es decir, anticuerpos biespecificos, BsAbs), los
anticuerpos con especificidades adicionales tales como anticuerpos trispecificos estan abarcados por la presente
invencion. Ejemplos de BsAbs incluyen sin limitacién aquellos con un brazo dirigido contra un antigeno de células
tumorales y el otro brazo dirigido contra una molécula citotdxica.

En la técnica se conocen procedimientos para preparar anticuerpos biespecificos. La produccién tradicional de
anticuerpos biespecificos de longitud completa se basa en la coexpresion de dos pares de cadenas pesadas de
cadena ligera de inmunoglobulina, en donde las dos cadenas tienen especificidades diferentes (Millstein et al.,
Nature, 305: 537-539, (1983). Debido al surtido aleatorio de cadenas pesadas y ligeras de inmunoglobulina, estos
hibridomas (quadromas) producen una mezcla potencial de 10 moléculas de anticuerpos diferentes, de las cuales
s6lo una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificaciéon de la molécula correcta, que normalmente se
realiza mediante etapas de cromatografia de afinidad, es bastante engorrosa y los rendimientos del producto son
bajos. Se describen procedimientos similares en WO 93/08829, y en Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655-3659
(1991).

De acuerdo con un enfoque diferente, los dominios variables de anticuerpo con las especificidades de union
deseadas (sitios de combinacion de antigeno-anticuerpo) se fusionan a secuencias de dominio constante de
inmunoglobulina. La fusion preferiblemente es con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que
comprende al menos parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. Se prefiere tener la primera region constante de
cadena pesada (CH1) que contiene el sitio necesario para la unién a la cadena ligera, presente en al menos una de
las fusiones. Los ADN que codifican las fusiones de la cadena pesada de la inmunoglobulina y, si se desea, la
cadena ligera de la inmunoglobulina, se insertan en vectores de expresion separados y se cotransfectan en un
organismo huésped adecuado. Esto proporciona una gran flexibilidad en el ajuste de las proporciones mutuas de los
tres fragmentos polipeptidicos en realizaciones cuando relaciones desiguales de las tres cadenas polipeptidicas
utilizadas en la construccion proporcionan los rendimientos 6ptimos. Sin embargo, es posible insertar las secuencias
codificantes para dos o para las tres cadenas polipeptidicas en un vector de expresion cuando la expresion de al
menos dos cadenas polipeptidicas en proporciones iguales da como resultado altos rendimientos o cuando las
proporciones no son de particular importancia.

En una realizacion preferida de este enfoque, los anticuerpos biespecificos estan compuestos de una cadena
pesada de inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de union en un brazo, y un par de cadenas
pesadas de cadena ligera/cadena de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda especificidad de union)
en el otro brazo. Se encontré que esta estructura asimétrica facilita la separacion del compuesto biespecifico
deseado de combinaciones indeseadas de cadenas de inmunoglobulina, ya que la presencia de una cadena ligera
de inmunoglobulina en sélo la mitad de la molécula biespecifica proporciona una manera facil de separacion. Este
enfoque se describe en el documento WO 94/04690. Para mas detalles sobre la generacion de anticuerpos
biespecificos véase, por ejemplo, Suresh et al., Methods in Enzymology, 121: 210 (1986). De acuerdo con otro
enfoque descrito en el documento WO96/27011, un par de moléculas de anticuerpo pueden ser modificadas
genéticamente para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan del cultivo celular recombinante. La
interfaz preferida comprende al menos una parte del dominio CH3 de un dominio constante de anticuerpo. En este
método, una o mas pequefias cadenas laterales de aminoacidos de la interfaz de la primera molécula de anticuerpo
se reemplazan con cadenas laterales mas grandes (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Se crean "cavidades"
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compensatorias de tamafio idéntico o similar a la o las cadenas laterales grandes en la interfaz de la segunda
molécula de anticuerpo sustituyendo las cadenas laterales de aminoacidos grandes por otras mas pequefas (por
ejemplo, alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero sobre
otros productos finales no deseados tales como homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos reticulados o "heteroconjugados”. Por ejemplo, uno de los
anticuerpos en el heteroconjugado puede acoplarse a avidina, y el otro a biotina. Tales anticuerpos se han
propuesto, por ejemplo, para dirigir células del sistema inmune a células no deseadas (Patente de los Estados
Unidos No. 4,676,980) y para el tratamiento de la infeccion por VIH (WO 91/00360, WO 92/200373 y EP 03089). Los
anticuerpos heteroconjugados pueden prepararse usando cualquier método de reticulacion conveniente. Los
agentes reticulantes adecuados son bien conocidos en la técnica, y se describen en la Patente de los Estados
Unidos No. 4,676,980, junto con una serie de técnicas de reticulacion.

Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos trispecificos.
Véase, por ejemplo, Tutt et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

Los anticuerpos de la invencién incluyen derivados que estan modificados de otro modo, es decir, por la union
covalente de cualquier tipo de molécula al anticuerpo de tal manera que la unién covalente no impide que el
anticuerpo se una al antigeno y/o genere una respuesta antiidiotipica. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, los
derivados de anticuerpo incluyen anticuerpos que han sido modificados, por ejemplo, por glicosilacion, acetilacion,
pegilacion, fosforilacion, amidacion, derivatizacion por grupos protectores/bloqueantes conocidos, escision
proteolitica, enlace a un ligando celular u otra proteina, etc. Cualquiera de las numerosas modificaciones quimicas
puede llevarse a cabo mediante técnicas conocidas, incluyendo, pero sin limitarse a, escisién quimica especifica,
acetilacion, formilacion, sintesis metabodlica de tunicamicina, etc. Ademas, el derivado puede contener uno o mas
aminoacidos no clasicos.

Para algunos usos, incluyendo el uso in vivo de anticuerpos en seres humanos y ensayos de deteccion in vitro,
puede ser preferible utilizar anticuerpos quiméricos, humanizados o humanos. Un anticuerpo quimérico es una
molécula en la que diferentes porciones del anticuerpo se derivan de diferentes especies animales, tales como
anticuerpos que tienen una region variable derivada de un anticuerpo monoclonal murino y una regién constante
derivada de una inmunoglobulina humana. Los métodos para producir anticuerpos quimeéricos son conocidos en la
técnica. Véase, por ejemplo, Morrison, Science, 229: 1202, 1985; Oi et al., BioTechniques, 4: 214 1986; Gillies et al.,
J. Immunol. Methods, 125: 191-202, 1989; Patentes de los Estados Unidos Nos. 5,807,715; 4,816,567; y 4,816,397.

Los anticuerpos humanizados son moléculas de anticuerpo de especies no humanas que se unen al antigeno
deseado que tiene una o mas regiones determinantes de complementariedad (CDR) de la especie no humana y
regiones estructurales y dominios constantes de una molécula de inmunoglobulina humana. A menudo, los restos
estructurales en las regiones estructurales humanas se sustituiran con el residuo correspondiente del anticuerpo
donante CDR para alterar, preferiblemente mejorar, la union al antigeno. Estas sustituciones estructurales se
identifican por métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, modelando las interacciones del CDR vy los
residuos estructurales para identificar residuos estructurales importantes para la unién del antigeno y la comparacion
de secuencias para identificar residuos estructurales inusuales en posiciones particulares. Véase, por ejemplo,
Queen et al., Patente de los Estados Unidos No. 5,585,089; Riechmann et al., Nature, 332:323, 1988.

Los anticuerpos pueden humanizarse usando una variedad de técnicas conocidas en la técnica incluyendo, por
ejemplo, el injerto de CDR (EP 239,400, publicacion PCT WO 91/09967, Patentes de los Estados Unidos Nos.
5,225,539; 5,530,101 y 5,585,089), recubrimiento o repavimentacion (EP 592,106, EP 519,596, Padlan, Molecular
Immunology, 28(4/5): 489-498, 1991, Studnicka et al., Protein Engineering, 7(6): 805-814, 1994, Roguska et al., Proc
Natl Acad Sci. USA, 91: 969-973, 1994), y el arrastre de cadena (Patente de los Estados Unidos No. 5,565,332).

Los anticuerpos humanizados pueden generarse utilizando cualquiera de los métodos descritos en las Patentes de
los Estados Unidos Nos. 5,693,762 (Protein Design Labs), 5,693,761 (Protein Design Labs) 5,585,089 (Protein
Design Labs), 6,180,370 (Protein Design Labs) y Publicaciones de los Estados Unidos Nos. 20040049014,
200300229208.

Los anticuerpos completamente humanos son particularmente deseables para el tratamiento terapéutico de
pacientes humanos. Los anticuerpos humanos pueden prepararse por una diversidad de métodos conocidos en la
técnica incluyendo procedimientos de presentacion de fagos descritos anteriormente usando bibliotecas de
anticuerpos derivadas de secuencias de inmunoglobulinas humanas. Véanse las Patentes de los Estados Unidos
Nos. 4,444,887 y 4,716,111; y publicaciones PCT WO 98/46645; WO 98/50433; WO 98/24893; WO 98/16654; WO
96/34096; WO 96/33735; y WO 91/10741.

También se pueden producir anticuerpos humanos usando ratones transgénicos que son incapaces de expresar
inmunoglobulinas enddgenas funcionales, pero que pueden expresar genes de inmunoglobulina humana. Para una
visién general de esta tecnologia para producir anticuerpos humanos, véase Lonberg and Huszar. Int. Rev.
Immunol., 13: 65-93, 1995. Para una discusion detallada de esta tecnologia para producir anticuerpos humanos y
anticuerpos monoclonales humanos y protocolos para producir tales anticuerpos, véase, por ejemplo, publicaciones
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PCT WO 98/24893; WO 92/01047; WO 96/34096; WO 96/33735; Patente Europea No. 0 598 877; Patentes de los
Estados Unidos Nos. 5.413.923; 5,625,126; 5.633.425; 5.569.825; 5.661.016; 5.545.806; 5.814.318; 5.885.793;
5.916.771; y 5.939.598.

Ademas, se pueden utilizar los servicios de compafias tales como Abgenix, Inc. (Freemont, CA), Medarex (NJ) y
Genpharm (San José, CA) para obtener anticuerpos humanos dirigidos contra un antigeno seleccionado usando
tecnologia similar a la descrita anteriormente.

Se pueden generar anticuerpos completamente humanos que reconocen un epitopo seleccionado usando una
técnica denominada "seleccion guiada". En este enfoque se utiliza un anticuerpo monoclonal no humano
seleccionado, por ejemplo un anticuerpo de ratén, para guiar la seleccién de un anticuerpo completamente humano
que reconoce el mismo epitopo (Jespers et al., Bio/technology, 12: 899-903, 1988).

La invencién abarca la ingenieria de anticuerpos terapéuticos humanos o humanizados (por ejemplo, anticuerpos
monoclonales especificos de tumores) en la region Fc, por modificacion de residuos de aminoacidos como se define
en la reivindicacion 1, cuya modificacion aumenta la afinidad de la region Fc para FcyRIIIA y/o FcyRIIA. En otra
realizacion, la invencion se refiere a la ingenieria de anticuerpos terapéuticos humanos o humanizados (por ejemplo,
anticuerpos monoclonales especificos de tumores) en la regidon Fc, mediante la modificacion de residuos de
aminoacidos, modificaciéon que aumenta la afinidad de la regién Fc para FcyRIIA y/o FCyRIIA y disminuye
adicionalmente la afinidad de la region Fc por FcyRIIB. Los anticuerpos terapéuticos disefiados pueden tener
adicionalmente una funcién efectora mejorada, por ejemplo, actividad ADCC mejorada, actividad de fagocitosis, etc.,
segun se determina mediante ensayos estandar conocidos por los expertos en la técnica.

En una realizacion especifica, la invencion abarca la ingenieria de un anticuerpo monoclonal humanizado especifico
para el protooncogén Her2/neu (por ejemplo, el anticuerpo humanizado Ab4D5 como se describe en Carter et al.,
1992, Proc. Nat. Ac. Sci. USA 89: 4285-9) por modificacion de restos de aminoacidos cuya modificacion aumenta la
afinidad de la region Fc para FcyRIIIA y/o FcyRIIA. En otra realizacion especifica, la modificacion del anticuerpo
monoclonal humanizado Her2/neu también puede disminuir adicionalmente la afinidad de la region Fc por FcyRIIB.
En aun otra realizacion especifica, los anticuerpos monoclonales humanizados modificados genéticamente
especificos para Her2/neu pueden tener adicionalmente una funcién efectora mejorada determinada por ensayos
convencionales conocidos en la técnica y descritos y ejemplificados aqui.

En otra realizacion especifica, la invencion abarca la ingenieria de un anticuerpo monoclonal anti-CD20 quimérico
humano de ratén, 2H7 por modificacion de residuos de aminoacidos, cuya modificacién aumenta la afinidad de la
region Fc para FcyRIIIA y/o FcyRIIA. En otra realizacion especifica, la modificacion del anticuerpo monoclonal anti-
CD20, 2H7 también puede disminuir adicionalmente la afinidad de la region Fc para FcyRIIB. En aun ofra realizacion
especifica, el anticuerpo monoclonal anti-CD20 modificado, 2H7 puede tener adicionalmente una funcién efectora
mejorada segun se determina mediante ensayos estandar conocidos en la técnica y se describen y ejemplifican
aqui.

En otra realizacién especifica, la invencion abarca la ingenieria de un anticuerpo anti-FcyRIIB que incluye pero no se
limita a cualquiera de los anticuerpos descritos en la Solicitud US No. 10/643.857 presentada el 14 de agosto de
2003, que tiene el Expediente de Apoderado No. 011183-010- 999, por modificacién de los residuos de aminoacidos,
cuya modificacion aumenta la afinidad de la region Fc para FcyRIIA y/o FcyRIIA. Ejemplos de anticuerpos anti-
FcyRIIB que pueden ser manipulados de acuerdo con los métodos de la invencién son anticuerpos monoclonales
2B6 que tienen el numero de acceso ATCC PTA-4591 y 3H7 que tienen el numero de acceso ATCC PTA-4592,
anticuerpo monoclonal 1D5 que tiene el nimero de acceso ATCC PTA- 5958, el anticuerpo monoclonal 1F2 con el
numero de acceso ATCC PTA-5959, el anticuerpo monoclonal 2D11 que tiene el nimero de acceso ATCC PTA-
5960, el anticuerpo monoclonal 2E1 que tiene el numero de acceso ATCC PTA-5961 y el anticuerpo monoclonal
2H9 que tiene el numero de acceso ATCC PTA-5962 (todos depositados a 10801 University Boulevard, Manassas,
VA 02209-2011). En otra realizacién especifica, la modificacion del anticuerpo anti-FcyRIIB también puede disminuir
adicionalmente la afinidad de la region Fc para FcyRIIB. En otra realizacion especifica, el anticuerpo anti-FcyRIIB
disefiado puede tener ademas una funcion efectora mejorada segin se determina mediante ensayos estandar
conocidos en la técnica y descritos y ejemplificados en el presente documento. En una realizaciéon especifica, el
anticuerpo monoclonal 2B6 comprende una modificacion en la posicion 334 con acido glutamico, en la posicion 359
con asparagina, y en la posicion 366 con serina (MgFcl3); o una sustitucién en la posicion 316 con acido aspartico,
en la posicion 378 con valina, y en la posicion 399 con acido glutdamico (MgFc27); o una sustitucion en la posicion
243 con isoleucina, en la posicion 379 con leucina, y en la posicién 420 con valina (MgFc29); o una sustitucion en la
posiciéon 392 con treonina y en la posicion 396 con leucina (MgFc38); o una sustitucion en la posicion 221 con acido
glutamico, en la posicién 270 con acido glutamico, en la posicion 308 con alanina, en la posicién 311 con histidina,
en la posicion 396 con leucina y en la posicion 402 con aspartico (MgFc42); o una sustitucion en la posicion 410 con
histidina, y en la posicién 396 con leucina (MgFc53); o una sustitucion en la posicion 243 con leucina, en la posicion
305 con isoleucina, en la posicion 378 con acido aspartico, en la posicion 404 con serina y en la posicién 396 con
leucina (MgFc54); o una sustitucion en la posicion 255 con isoleucina, y en la posicién 396 con leucina (MgFc55); o
una sustitucion en la posicién 370 con acido glutamico, y en la posicion 396 con leucina (MgFc59) (véase la Tabla
5).

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2637491 T3

5.1.1 Conjugados de polipéptidos y anticuerpos

Las moléculas de la invencion (es decir, polipéptidos, anticuerpos) que comprenden regiones Fc variantes pueden
ser fusionadas recombinantemente o conjugadas quimicamente (incluyendo conjugaciones covalentes y no
covalentes) a polipéptidos heterologos (es decir, un polipéptido no relacionado o parte de los mismos,
preferiblemente al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al
menos 80, al menos 90, o al menos 100 aminoacidos del polipéptido) para generar proteinas de fusién. La fusion no
necesariamente tiene que ser directa, sino que puede ocurrir a través de secuencias enlazadoras.

Ademas, las moléculas de la invencion (es decir, polipéptidos, anticuerpos) que comprenden regiones Fc variantes
pueden conjugarse con un agente terapéutico o un resto de farmaco que modifica una respuesta bioldgica dada. Los
agentes terapéuticos o restos de farmacos no se deben interpretar como limitados a agentes terapéuticos quimicos
clasicos. Por ejemplo, el resto de farmaco puede ser una proteina o polipéptido que posee una actividad biolégica
deseada. Tales proteinas pueden incluir, por ejemplo, una toxina tal como abrina, ricina A, exotoxina de
pseudomonas (es decir, PE-40), o toxina diftérica, ricina, gelonina y proteina antiviral de hierba carmin, una proteina
tal como factor de necrosis tumoral, a-interferones incluyendo (IFN-a), B-interferon (IFN-B), el factor de crecimiento
nervioso (NGF), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el activador de plasminégeno tisular (TPA),
un agente apoptético (por ejemplo TNF-a, TNF-B, AIM | como se describe en la Publicacion PCT No. WO 97/33899),
AIM Il (véase la Publicacion PCT No. WO 97/34911), Fas Ligand (Takahashi et al., J. Immunol., 6: 1567-1574, 1994)
y VEGI (publicaciéon PCT No. WO 99/23105), un agente trombdtico o un agente antiangiogénico (por ejemplo,
angiostatina o endostatina) o un modificador de la respuesta bioldgica tal como, por ejemplo , Un factor estimulante
de la linfoquina (por ejemplo, interleuquina-1 (“IL-1”), interleuquina 2 (“IL-2"), interleucina 6 (“IL-6”), factor estimulante
de colonias de macréfagos granulociticos (“GM-CSF”), y el factor estimulante de colonias de granulocitos ("G-CSF"),
factor estimulante de colonias de macroéfagos, ("M-CSF"), o un factor de crecimiento (por ejemplo, hormona de
crecimiento ("GH"); proteasas o ribonucleasas.

Las moléculas de la invencion (es decir, polipéptidos, anticuerpos) pueden fusionarse con secuencias marcadoras,
tales como un péptido para facilitar la purificacién. En las realizaciones preferidas, la secuencia de aminoacidos
marcador es un péptido de hexahistidina, tal como la etiqueta proporcionada en un vector pQE (QIAGEN, Inc., 9259
Eton Avenue, Chatsworth, CA, 91311), entre otros, muchos de los cuales estan comercialmente disponibles. Como
se describe en Gentz et al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 821-824, por ejemplo, la hexahistidina proporciona
una purificacién conveniente de la proteina de fusién. Otras etiquetas de péptidos Uutiles para la purificacion incluyen,
pero no se limitan a, la etiqueta de hemaglutinina "HA", que corresponde a un epitopo derivado de la proteina de
hemaglutinina de la gripe (Wilson y col., Cell, 37: 767, 1984) (Knappik et al., Biotechniques, 17 (4): 754-761, 1994).

Pueden generarse proteinas de fusion adicionales a través de las técnicas de mezcla de genes, reordenamiento de
motivos, mezcla de exones y/o mezcla de codones (denominadas colectivamente "mezclas de ADN"). La mezcla de
ADN puede emplearse para alterar las actividades de las moléculas de la invencion (por ejemplo, anticuerpos con
afinidades mas altas y velocidades de disociacion mas bajas). Véase, en general, las Patentes de los Estados
Unidos Nos. 5,605,793; 5,811,238; 5,830,721; 5,834,252; y 5,837,458, y Patten et al., 1997, Curr. Opinion
Biotechnol. 8: 724-33; Harayama, 1998, Trends Biotechnol. 16:76; Hansson et al., 1999, J. Mol. Biol. 287:265; y
Lorenzo and Blasco, 1998, BioTechniques 24:308. Las moléculas de la invencion que comprenden regiones Fc
variantes, o los acidos nucleicos que codifican las moléculas de la invencion, pueden alterarse adicionalmente
sometiéndose a mutagénesis aleatoria mediante PCR propensa a error, inserciéon aleatoria de nucleétidos u otros
métodos antes de la recombinacién. Una o mas porciones de un polinucleétido que codifica una molécula de la
invencion, se pueden recombinar con uno o mas componentes, motivos, secciones, partes, dominios, fragmentos,
etc., de una o mas moléculas heterdlogas.

La presente invencion también abarca moléculas de la invencion que comprenden regiones Fc variantes (es decir,
anticuerpos, polipéptidos) conjugadas con un agente de diagnéstico o terapéutico o cualquier otra molécula para la
que se desea aumentar la vida media en suero y/o dirigirse a un subconjunto particular de células. Las moléculas de
la invencion se pueden utilizar de forma diagndstica para, por ejemplo, monitorizar el desarrollo o la progresion de
una enfermedad, trastorno o infeccién como parte de un procedimiento de ensayo clinico para, por ejemplo,
determinar la eficacia de un régimen de tratamiento dado. La deteccion puede facilitarse acoplando las moléculas de
la invencion a una sustancia detectable. Ejemplos de sustancias detectables incluyen varias enzimas, grupos
protésicos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes, materiales radiactivos,
metales emisores de positrones e iones metalicos paramagnéticos no radiactivos. La sustancia detectable puede
acoplarse o conjugarse bien directamente a las moléculas de la invencién o indirectamente, a través de un
intermedio (tal como, por ejemplo, un enlazador conocido en la técnica) usando técnicas conocidas en la técnica.
Véase, por ejemplo, la Patente de los Estados Unidos No. 4,741,900 para iones metalicos que pueden conjugarse
con anticuerpos para uso como diagnostico de acuerdo con la presente invencion. Dicho diagnostico y deteccion
puede lograrse acoplando las moléculas de la invencién a sustancias detectables incluyendo, pero no limitadas a,
diversas enzimas, enzimas incluyendo, pero sin limitarse a, peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina,
betagalactosidasa o acetilcolinesterasa; complejos de grupos protésicos tales como, pero no limitados a,
estreptavidina/biotina y avidina/biotina; materiales fluorescentes tales como, pero no limitados a, umbeliferona,
fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina fluoresceina, cloruro de dansilo o
ficoeritrina; material luminiscente tal como, pero no limitado a, luminol; materiales bioluminiscentes tales como, pero
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no limitados a, luciferasa, luciferina y aequorina; material radiactivo tal como, pero sin limitacion, bismuto (>'3Bi),
carbono (C), cromo (?'Cr), cobalto (7Co), fltor ('8F), gadolinio (*3Gd, 5°Gd), galio (®8Ga, ®’Ga), germanio (%3Ge),
holmio ('%®Ho), indio ('*®In, "3In, "2In, ""'In), yodo ('3, 1281, 13|, 121]), lantano ('4°La), lutecio ('""Lu), manganeso
(5*Mn), molibdeno (**Mo), paladio ('°3Pd), fosforo (*°P), praseodimio ('#2Pr), prometio ('4°Pm), renio (®®Re, '®®Re),
rodio ('°Rh), rutenio (*’Ru), samario ('*3Sm), escandio (*’Sc), selenio ("°Se), estroncio (8°Sr), azufre (*°S), tecnecio
(°°Tc), talio (*°'Ti), estario (''3Sn, '7Sn), tritio (*H), xenon ('33Xe), iterbio ('°Yb, '79Yb), itrio (), zinc (Zn); positrones
que emiten metales usando diversas tomas de emision de positrones e iones metdlicos paramagnéticos no
radiactivos.

Las moléculas de la invencioén (es decir, anticuerpos, polipéptidos) que comprenden una region Fc variante pueden
conjugarse a un resto terapéutico tal como una citotoxina (por ejemplo, un agente citostatico o citocida), un agente
terapéutico o un elemento radiactivo (por ejemplo, emisores alfa emisores gamma, etc.). Las citotoxinas o agentes
citotoxicos incluyen cualquier agente que sea perjudicial para las células. Los ejemplos incluyen paclitaxol,
citocalasina B, gramicidina D, bromuro de etidio, emitina, mitomicina, etopésido, tenopdsido, vincristina, vinblastina,
colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, dihidroxiantracina diona, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
deshidrotestosterona, glucocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina, propranolol y puromicina y analogos o
homologos de los mismos. Los agentes terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, antimetabolitos (por ejemplo,
metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina. decarbazina 5-fluorouracilo), agentes alquilantes (por
ejemplo, mecloretamina, tiotepa clorambucilo, melfalan, carmustina (BSNU) y lomustina (CCNU), ciclofosfamida,
busulfan, dibromomanitol, estreptozotocina, mitomicina C, y el platino cisdiclorodiamina (Il) (DDP) cisplatino),
antraciclinas (por ejemplo, daunorrubicina (anteriormente daunomicina) y doxorrubicina), antibidticos (por ejemplo,
dactinomicina (anteriormente actinomicina), bleomicina, mitramicina y antramicina (AMC), y agentes antimitéticos
(por ejemplo, vincristina y vinblastina).

Ademas, una molécula de la invencién puede conjugarse con restos terapéuticos tales como materiales radioactivos
0 quelantes macrociclicos Utiles para conjugar iones radiometales (véase mas arriba ejemplos de materiales
radiactivos). En ciertas realizaciones, el quelante macrociclico es acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-N,N’,N"N"’-
tetraacético (DOTA) que puede ser unido al anticuerpo mediante una molécula de enlace. Dichas moléculas
enlazadoras se conocen comunmente en la técnica y se describen en Denardo et al., 1998, Clin Cancer Res. 4:
2483-90; Peterson et al., 1999, Bioconjug. Chem. 10:553; y Zimmerman et al., 1999, Nucl. Medicina. Biol. 26: 943-
50.

Las técnicas para conjugar tales restos terapéuticos con anticuerpos son bien conocidas; véase, por ejemplo, Arnon
et al., "Monoclonal Antibodies For Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy", en Monoclonal Antibodies And
Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), 1985, paginas 243-56, Alan R. Liss, Inc.); Hellstrom et al., "Antibodies For
Drug Delivery", in Controlled Drug Delivery (22 Ed.), Robinson et al. (eds.), 1987, pp. 623-53, Marcel Dekker. Inc.);
Thorpe, "Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy: A Review", in Monoclonal Antibodies '84:
Biological And Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), 1985, pp. 475-506; "Analysis, Results, And Future
Prospective Of The Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody In Cancer Therapy", in Monoclonal Antibodies For
Cancer Detection And Therap, Baldwin et al. (eds.), 1985, pags. 303-16, Academic Press; y Thorpe et al., Immunol.
Rev., 62: 119-58, 1982.

En una realizacion, en la que la molécula de la invencién es un anticuerpo que comprende una region Fc variante,
puede administrarse con o sin un resto terapéutico conjugado a ella, administrada sola o en combinacion con
factor(es) citotdxico y/o citoquinas para uso como tratamiento terapéutico. Alternativamente, un anticuerpo de la
invencion puede conjugarse con un segundo anticuerpo para formar un anticuerpo heteroconjugado como se
describe por Segal en la Patente de los Estados Unidos No. 4,676,980. Los anticuerpos de la invencion también
pueden estar unidos a soportes solidos, que son particularmente Utiles para inmunoensayos o purificacion del
antigeno diana. Tales soportes solidos incluyen, pero no se limitan a, vidrio, celulosa, poliacrilamida, nilon,
poliestireno, cloruro de polivinilo o polipropileno.

5.2 Criba de moléculas con regiones variantes Fc para una unién y caracterizacion mejorada de FcyRIll de la misma

El cribado e identificaciéon de moléculas que comprenden regiones Fc variantes con afinidades alteradas de FcyR
(por ejemplo, afinidad de FcyRIIIA mejorada) se pueden hacer usando la tecnologia de visualizaciéon por levadura
como se describe en el presente documento en combinaciéon con uno o mas ensayos basados en bioquimica,
preferiblemente de una manera de alto rendimiento. Los uno o mas ensayos bioquimicos pueden ser cualquier
ensayo conocido en la técnica para identificar la interaccion Fc-FcyR, es decir, union especifica de una region Fc a
un FcyR, incluyendo, pero sin limitarse a, un ensayo ELISA, ensayos de resonancia de plasmén de superficie,
ensayo de inmunoprecipitacion, cromatografia de afinidad y dialisis de equilibrio. El cribado e identificacion de
moléculas que comprenden regiones Fc variantes con afinidades alteradas de FcyR (por ejemplo, afinidad de
FcyRIIIA mejorada) se pueden hacer usando la tecnologia de despliegue en levaduras como se describe en el
presente documento en combinacidon con uno o mas ensayos basados en funcién, preferiblemente de una manera
de alto rendimiento. Los ensayos basados funcionales pueden ser cualquier ensayo conocido en la técnica para
caracterizar una o mas funciones de células efectoras mediadas por FcyR tales como las descritas en la presente en
la seccion 5.2.7. Ejemplos no limitantes de funciones de células efectoras que pueden usarse de acuerdo con los
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métodos de la invencién incluyen, pero no se limitan a, citotoxicidad mediada por células dependientes de
anticuerpos (ADCC), fagocitosis dependiente de anticuerpos, fagocitosis, opsonizacion, opsonofagocitosis, unién a
células, rosetado, unién a C1q y moléculas de complemento que comprenden regiones Fc variantes con afinidades
de FcyR alteradas (por ejemplo, afinidad de FcyRIIIA mejorada) se puede hacer usando la tecnologia de despliegue
en levaduras como se describe en el presente documento en combinacién con uno o mas ensayos basados en
bioquimica en combinacion o en paralelo con uno o mas ensayos basados funcionales, preferiblemente a un alto
rendimiento.

El término "union especifica" de una region Fc a un FcyR se refiere a una interacciéon de la region Fc y un FcyR
particular que tiene una constante de afinidad de al menos aproximadamente 150 nM, en el caso del FcyRIIIA
monomérico y al menos aproximadamente 60 nM en el caso de FcyRIIB dimérico como se determind usando, por
ejemplo, un ELISA o un ensayo de resonancia de plasmon superficial (por ejemplo, un BlAcore™). La constante de
afinidad de una region Fc para FcyRIIIA monomérica puede ser de 150 nM, 200 nM o 300 nM. La constante de
afinidad de una region Fc para FcyRIIB dimérica puede ser de 60 nM, 80 nM, 90 nM o 100 nM. EI FcyRIIB dimérico
para uso en los métodos de la invencion se puede generar usando métodos conocidos por un experto en la técnica.
Tipicamente, la regidn extracelular de FcyRIIB esta unida covalentemente a un polipéptido heterélogo que es capaz
de dimerizacién, de modo que la proteina de fusion resultante es un dimero, por ejemplo, véase la Solicitud de los
Estados Unidos No. 60/439,709 presentada el 13 de Enero de 2003 (Expediente de Apoderado No. 11183-005-888),
que se incorpora aqui como referencia en su totalidad. Generalmente, una interaccion especifica es estable bajo
condiciones fisioldgicas, incluyendo, por ejemplo, condiciones que se producen en un individuo vivo tal como un
humano u otro vertebrado o invertebrado, asi como condiciones que ocurren en un cultivo celular tales condiciones
usadas para mantener y cultivar células de mamiferos o células de otro organismo vertebrado o un organismo
invertebrado.

El cribado e identificacion de moléculas que comprenden regiones Fc variantes y afinidades alteradas de FcyR
pueden comprender: mostrar la molécula que comprende una regién Fc variante en la superficie de levadura; y
caracterizar la union de la molécula que comprende la regiéon Fc variante a un FcyR (uno o mas), utilizando un
ensayo bioquimico para determinar la interaccion Fc-FcyR, preferiblemente, un ensayo basado en ELISA. Una vez
que la molécula que comprende una region Fc variante se ha caracterizado por su interaccidon con uno o mas FcyRs
y se determina que tiene una afinidad alterada para uno o mas FcyRs, por al menos un ensayo basado en
bioquimicos, por ejemplo, un ensayo ELISA, la molécula puede ser manipulada en una inmunoglobulina completa,
usando métodos de tecnologia de ADN recombinante convencionales conocidos en la técnica, y la inmunoglobulina
que comprende la region Fc variante expresada en células de mamifero para su posterior caracterizacion
bioquimica. La inmunoglobulina en la que se introduce una variante de la region Fc de la invencidon (por ejemplo, la
sustitucion de la region Fc de la inmunoglobulina) puede ser cualquier inmunoglobulina incluyendo, pero sin limitarse
a, anticuerpos policlonales, anticuerpos monoclonales, anticuerpos biespecificos, anticuerpos multiespecificos,
anticuerpos humanizados y anticuerpos quiméricos. En realizaciones preferidas, se introduce una region Fc variante
en una inmunoglobulina especifica para un receptor de superficie celular, un antigeno tumoral o un antigeno de
cancer. La inmunoglobulina en la que se introduce una regién Fc variante de la invencion puede unirse
especificamente a un antigeno de cancer o tumor, por ejemplo, incluyendo, pero sin limitarse a, antigeno de
carcinoma de KS 1/4 (Perez and Walker, 1990, J. Immunol. 142: 3.662-3.667; Bumal, 1988, Hybridoma 7(4): 407-
415), antigeno de carcinoma de ovario (CA125) (Yu et al.,, 1991, Cancer Res. 51(2): 468-475), fosfato de acido
prostatico (Tailor et al., 1990, Nucl. Acids Res. 18(16): 4928), antigeno especifico de prostata (Henttu and Vihko,
1989, Biochem Biophys Res Comm 160 (2): 903-910; Israeli, et al., 1993, Cancer Res. 53: 227-230), antigeno
asociado al melanoma p97 (Estin et al., 1989, J. Natl. Cancer Instit. 81(6): 445-446), antigeno de melanoma gp75
(Vijayasardahl et al., 1990, J. Exp. Med. 171(4): 1375-1380), antigeno de melanoma de alto peso molecular (HMW-
MAA) (Natali et al., 1987, Cancer 59: 55-63, Mittelman et al., 1990, J. Clin. Invest. 86: 2136-2144), antigeno de
membrana especifico de prostata, antigeno carcinoembrionario (CEA) (Foon et al.,, 1994, Proc. Am. Soc. Clin.
Oncol., 13: 294), antigeno polimérfico de mucina epitelial, antigeno de glébulos grasos de la leche humana,
antigenos asociados a tumores colorrectales tales como: CEA, TAG-72 (Yokata et al., 1992, Cancer Res. 52: 3402-
3408), CO17-1A (Ragnhammar et al., 1993, Int. J. Cancer 53: 751-758); GICA 19-9 (Herlyn et al., 1982, J. Clin.
Immunol., 2: 135), CTA-1 y LEA, antigeno de linfoma de Burkitt-38.13, CD19 (Ghetie et al., 1994, Blood 83: 1329-
1336), antigeno CD20 de linfoma B humano (Reff et al., 1994, Blood 83: 435-445), CD33 (Sgouros et al., 1993, J.
Nucl. Med. 34: 422-430), antigenos especificos de melanoma como el gangliésido GD2 (Saleh et al., 1993, J.
Immunol., 151, 3390-3398), gangliésido GD3 (Shitara et al., 1993, Cancer Immunol. Immunother. 36: 373-380),
gangliosido GM2 (Livingstong et al., 1994, J. Clin. Oncol. 12: 1036-1044), gangliésido GM3 (Hoon et al., 1993,
Cancer Res. 53: 5244-5250), tipo de trasplante especifico de tumor de antigeno de superficie celular (TSTA), tales
como antigenos tumorales inducidos por virus, incluyendo virus de tumor de ADN de antigeno T y antigenos de
envoltura de virus de tumor de ARN, antigeno oncofetal alfa-fetoproteina tal como CEA de colon, antigeno oncofetal
de tumor de vejiga (Hellstrom et al., 1985, Cancer. Res. 45: 2210-2188), antigeno de diferenciacion tal como
antigeno de carcinoma de pulmén humano L6, L20 (Hellstrom et al., 1986, Cancer Res. 46: 3917-3923), antigenos
de fibrosarcoma, antigeno de células T de leucemia humana-Gp37 (Bhattacharya-Chatterjee et al., 1988, J. of
Immun. 141: 1398-1403), neoglicoproteina, esfingolipidos, antigeno de cancer de mama tal como EGFR (Receptor
del factor de crecimiento epidérmico), antigeno HER2 (p185HER?), mucina epitelial polimorfica (PEM) (Hilkens et all.,
1992, Trends in Bio. Chem. Sci. 17: 359), antigeno linfocitico humano maligno APO-1 (Bernhard et al., 1989,
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Science 245: 301-304), antigeno de diferenciacion (Feizi, 1985, Nature 314: 53-57) tal como antigeno | encontrado
en eritrocitos fetales, antigeno endodermo | primario encontrado en eritrocitos adultos, embriones preimplantables, |
(Ma) en los adenocarcinomas gastricos, M18, M39 encontrados en el epitelio de mama, SSEA-1 encontrado en las
células mieloides, VEP8, VEP9, Myl, VIM-D5, D156-22 encontrados en el cancer colorrectal, TRA-1-85 (grupo
sanguineo H), C14 encontrado en adenocarcinoma de colon, F3 encontrado en adenocarcinoma de pulmén, AH6
encontrado en cancer gastrico, hapteno Y, LeY encontrado en células de carcinoma embrionario, TL5 (grupo
sanguineo A), receptor de EGF encontrado en células A431, serie E1 (grupo sanguineo B) encontrado en cancer
pancreatico, FC10.2 encontrado en células de carcinoma embrionario, antigeno de adenocarcinoma gastrico, CO-
514 (grupo sanguineo Le?®) encontrado en adenocarcinoma, NS-10 encontrado en los adenocarcinomas, CO-43
(grupo sanguineo LeP), G49 encontrado en el receptor EGF de las células A431, MH2 (grupo sanguineo ALe"/LeY)
encontrado en el adenocarcinoma del colon, 19.9 encontrado en el cancer de colon, mucinas del cancer gastrico,
TsA7 encontrado en las células mieloides, R24 encontrado en melanoma, 4,2, Gps, D1,1, OFA-1, Guz, OFA-2, Gpz ¥
M1: 22:25:8 encontrados en células de carcinoma embrionario y SSEA-3 y SSEA-4 encontrados en embriones de 4
a 8 células. En una realizacion, el antigeno es un péptido derivado de receptor de células T de un linfoma cutaneo
de células T (véase, Edelson, 1998, The Cancer Journal 4:62).

En algunas realizaciones, se introduce una variante de la regiéon Fc de la invencion en un anticuerpo monoclonal
anti-fluoresceina, 4-4-20 (Kranz et al., 1982 J. Biol. Chem. 257(12): 6987-6995). En otras realizaciones, se introduce
una region Fc variante de la invencion en un anticuerpo monoclonal anti-CD20 quimérico ratén-humano 2H7, que
reconoce la fosfoproteina de superficie celular CD20 en células B (Liu et al., 1987, Journal of Immunology, 139:
3521-6). En otras realizaciones, una region Fc variante de la invencién se introduce en un anticuerpo humanizado
(Ab4D5) contra el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (p185 HER2) como se describe por Carter
et al. (1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285-9). En ofras realizaciones, se introduce una variante de la regién Fc
de la invencidn en un anticuerpo anti-TAG72 humanizado (CC49) (Sha et al., 1994 Cancer Biother. 9(4): 341-9). En
otras realizaciones, se introduce una variante de la regién Fc de la invencion en Rituxan que se usa para tratar
linfomas.

En ofra realizacion especifica, la invencion abarca la ingenieria de un anticuerpo anti-FcycRIIB que incluye pero no
se limita a cualquiera de los anticuerpos descritos en la Solicitud de los Estados Unidos No. 10/643,857 presentada
el 14 de agosto de 2003 (que tiene el documento de registro de abogado No. 011183-010-999), mediante
modificacion (por ejemplo, sustitucion, insercion, eliminacion) de residuos de aminoacidos cuya modificacion
aumenta la afinidad de la regiéon Fc para FcyRIIIA y/o FcyRIIA. Ejemplos de anticuerpos anti-FcyRIIB que pueden ser
manipulados de acuerdo con los métodos de la invencién son anticuerpos monoclonales 2B6 que tienen el nimero
de acceso ATCC PTA-4591 y 3H7 que tienen el nimero de acceso ATCC PTA-4592, anticuerpo monoclonal 1D5
que tiene el numero de acceso ATCC PTA-5958,1F2 que tiene el nimero de acceso ATCC PTA-5959, anticuerpo
monoclonal 2D11 que tiene el nimero de acceso ATCC PTA-5960, anticuerpo monoclonal 2E1 que tiene el nUmero
de acceso ATCC PTA-5961 y anticuerpo monoclonal 2H9 que tiene el niumero de acceso ATCC PTA-5962 (todos
depositados a 10801 University Boulevard, Manassas, VA 02209-2011). En otra realizacion especifica, la
modificacion del anticuerpo anti-FcyRIIB también puede disminuir adicionalmente la afinidad de la region Fc por
FcyRIIB. En adn otra realizacién especifica, el anticuerpo anti-FcyRIIB disefiado puede tener ademas una funcion
efectora mejorada determinada por los ensayos estandar conocidos en la técnica y descritos y ejemplificados en el
presente documento. En algunas realizaciones, se introduce una regién Fc variante de la invencion en un anticuerpo
monoclonal terapéutico especifico para un antigeno de cancer o un receptor de superficie celular que incluye, pero
sin limitarse a, Erbitux™ (también conocido como IMC-C225) (ImClone Systems Inc.), un anticuerpo monoclonal
quimérico contra EGFR; HERCEPTIN® (Trastuzumab) (Genentech, CA) que es un anticuerpo monoclonal
humanizado anti-HER2 para el tratamiento de pacientes con cancer de mama metastasico; REOPRO® (abciximab)
(Centocor) que es un receptor anti-glicoproteina llb/llla sobre las plaquetas para la prevencion de la formacion de
coagulos; ZENAPAX® (daclizumab) (Roche Pharmaceuticals, Suiza) que es un anticuerpo monoclonal anti-CD25
humanizado anti-CD25 para la prevencion del rechazo agudo de aloinjerto renal. Otros ejemplos son un F(ab'), anti-
CD18 humanizado (Genentech); CDP860 que es un F(ab'), anti-CD18 humanizado (Celltech, Reino Unido); PRO542
que es un anticuerpo anti-gp120 de HIV fusionado con CD4 (Progenics/Genzyme Transgenics); C14 que es un
anticuerpo anti-CD14 (ICOS Pharm); un anticuerpo anti-VEGF 1gG1 humanizado (Genentech); OVAREX™ que es
un anticuerpo murino anti-CA 125 (Altarex); PANOREX™ que es un anticuerpo IgG2a de antigeno de superficie
celular anti-17-1A de 1gG2a (Glaxo Wellcome/Centocor); IMC-C225 que es un anticuerpo IgG anti-EGFR quimérico
(ImClone System); VITAXIN™ que es un anticuerpo de integrina anti-aVB3 humanizado (Applied Molecular
Evolution/MedIimmune); Campath 1H/LDP-03 que es un anticuerpo humanizado anti CD52 IgG1 (Leukosite); Smart
M195 que es un anticuerpo humanizado anti-CD33 IgG (Protein Design Lab/Kanebo); RITUXAN™ que es un
anticuerpo anti-CD20 1gG1 quimérico (IDEC Pharm/Genentech, Roche/Zettyaku); LYMPHOCIDE™ que es un
anticuerpo humanizado anti-CD22 IgG (Immunomedics); Smart ID10 que es un anticuerpo anti-HLA humanizado
(Protein Design Lab); ONCOLYM™ (Lym-1) es un anticuerpo murino anti-HLA DR radiomarcado (Techniclone); anti-
CD11a es un anticuerpo IgG1 humanizado (Genetech/Xoma); ICM3 es un anticuerpo anti-ICAM3 humanizado (ICOS
Pharm); IDEC-114 es un anticuerpo anti-CD80 primatizado (IDEC Pharm/Mitsubishi); ZEVALIN™ es un anticuerpo
murino anti-CD20 radiomarcado (IDEC/Schering AG); IDEC-131 es un anticuerpo anti-CD40L humanizado
(IDEC/Eisai); IDEC-151 es un anticuerpo anti-CD4 primatizado (IDEC); IDEC-152 es un anticuerpo anti-CD23
primatizado (IDEC/Seikagaku); SMART anti-CD3 es un anti-CD3 humanizado IgG (Protein Design Lab); 5G1.1 es un
anticuerpo anti-factor de complemento 5 (C5) humanizado (Alexion Pharm); IDEC-151 es un anticuerpo anti-CD4
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IgG1 primatizado (IDEC Pharm/SmithKline Beecham); MDX-CD4 es un anticuerpo IgG anti-CD4 humano
Medarex/Eisai/Genmab); CDP571 es un anticuerpo anti-TNF-a. 1gG4 humanizado (Celltech); LDP-02 es un
anticuerpo anti-a4f7 humanizado (LeukoSite/Genentech); OrthoClone OKT4A es un anticuerpo IgG anti-CD4
humanizado (Ortho Biotech); ANTOVA™ es un anticuerpo humanizado anti-CD40L IgG (Biogen); ANTEGREN™ es
un anticuerpo IgG anti-VLA-4 humanizado (Elan); MDX-33 es un anticuerpo humano anti-CD64 (FcyR)
(Medarex/Centeon); rhuMab-E25 es un anticuerpo anti-Igg 1gG1 humanizado (Genentech/Norvartis/Tanox
Biosystems); IDEC-152 es un anticuerpo anti-CD23 primatizado (IDEC Pharm); ABX-CBL es un anticuerpo murino
anti CD-147 IgM (Abgenix); BTI-322 es un anticuerpo IgG anti-CD2 de rata (Medim muneBio Trasplant);
Orthoclone/OKT3 es un anticuerpo murino anti-CD3 IgG2a (orto Biotech); SIMULECT™ es un anticuerpo anti-CD25
IgG1 quimérico (Novartis Pharm); LDP-01 es un anticuerpo humanizado de IgG anti-B2-integrina (LeukoSite); anti-
LFA-1 es un anti-CD18 F(ab'), murino (Pasteur-Merieux/Immunotech); CAT-152 es un anticuerpo anti-TGF-§3,
humano (Cambridge Ab Tech); y Corsevin M es un anticuerpo quimérico anti-Factor VII (Centocor).

Las regiones Fc variantes de la invencion, preferiblemente en el contexto de una inmunoglobulina, pueden
caracterizarse adicionalmente utilizando uno o mas ensayos bioquimicos y/o uno o mas ensayos funcionales,
preferiblemente de una manera de alto rendimiento. En algunas realizaciones alternativas, las regiones Fc variantes
de las invenciones no se introducen en una inmunoglobulina y se caracterizan adicionalmente usando uno o mas
ensayos basados en bioquimicos y/o uno o mas ensayos funcionales, preferiblemente de una manera de alto
rendimiento. Los uno o mas ensayos bioquimicos pueden ser cualquier ensayo conocido en la técnica para
identificar interacciones FcR-FcyR, incluyendo, pero sin limitarse a, un ensayo ELISA y un ensayo basado en
resonancia de plasmon superficial para determinar los parametros cinéticos de la interaccion Fc-FcyR, por ejemplo,
el ensayo BlAcore. Uno o mas ensayos funcionales pueden ser cualquier ensayo conocido en la técnica para
caracterizar una o mas funciones de células efectoras mediadas por FcyR como es conocido por un experto en la
técnica o descrito en el presente documento. En realizaciones especificas, las inmunoglobulinas que comprenden
las regiones Fc variantes se ensayan en un ensayo ELISA para la unién a uno o mas FcyR, por ejemplo, FcyRIIIA,
FcyRIIA, FcyRIIA; seguido por uno o mas ensayos ADCC. En algunas realizaciones, las inmunoglobulinas que
comprenden las regiones Fc variantes se ensayan adicionalmente usando un ensayo basado en resonancia de
plasmén superficial, por ejemplo, BlAcore. Los ensayos basados en resonancia de plasmén superficial son bien
conocidos en la técnica, y se discuten adicionalmente en la Seccién 5.2.7, y se ejemplifican aqui en el Ejemplo 6.8.

Un ensayo de ejemplo de alto rendimiento para caracterizar inmunoglobulinas que comprende regiones Fc variantes
puede comprender: introducir una region variante Fc de la invencion, por ejemplo, mediante métodos estandar de
tecnologia de ADN recombinante, en un anticuerpo 4-4-20; caracterizar la unidn especifica del anticuerpo 4-4-20 que
comprende la region Fc variante a un FcyR (por ejemplo, FcyRIIIA, FcyRIIB) en un ensayo ELISA; caracterizar el
anticuerpo 4-4-20 que comprende la regién Fc de la variante en un ensayo ADCC (utilizando métodos descritos en el
presente documento) en el que las células diana se opsonizan con el anticuerpo 4-4-20 que comprende la region Fc
variante; la region Fc variante puede entonces clonarse en una segunda inmunoglobulina, por ejemplo 4D5, 2H7, y
dicha segunda inmunoglobulina se caracteriza por un ensayo ADCC, en el que las células diana se opsonizan con el
segundo anticuerpo que comprende la regién Fc variante. El segundo anticuerpo que comprende la region Fc
variante se analiza posteriormente utilizando un ensayo basado en ELISA para confirmar la unién especifica a un
FcyR.

Una region Fc variante de la invencién se une a FcyRIIIA y/o FcyRIIA con una mayor afinidad que una region Fc de
tipo salvaje determinada en un ensayo ELISA. Mas preferiblemente, una regiéon Fc variante de la invencion se une a
FcyRIIA y/o FcyRIIA con una mayor afinidad y se une a FcyRIIB con una afinidad inferior a la de una region Fc de
tipo salvaje determinada en un ensayo ELISA. En algunas realizaciones, la region Fc variante se une a FcyRIIIA y/o
FcyRIIA con al menos 2 veces mas alto, al menos 4 veces mas alto, mas preferiblemente al menos 6 veces mas alto,
mas preferiblemente al menos 8 a 10 veces mas alta que una region Fc de tipo salvaje se une a FcyRIIIA y/o FcyRIIA
y se une a FcyRIIB con al menos 2 veces menor, al menos 4 veces menor, mas preferiblemente al menos 6 veces
menor, lo mas preferiblemente al menos una afinidad de 8 a 10 veces inferior a la de una regién Fc de tipo salvaje
se une a FcyRIIB segun se determina en un ensayo ELISA.

La inmunoglobulina que comprende las regiones Fc variantes puede analizarse en cualquier punto usando un
ensayo basado en resonancia basado en plasmoén de superficie, por ejemplo, BlAcore, para definir los parametros
cinéticos de la interaccion Fc-FcyR, utilizando métodos descritos en el presente documento y conocidos por los
expertos en la técnica. Preferiblemente, el Kd de una region Fc variante de la invencion para la unién a un FcyRIIIA
monoémero y/o FcyRIIA segun se determina mediante analisis BIAcore es aproximadamente 100 nM, de manera
preferible aproximadamente 70 nM, mas de manera preferible aproximadamente 40 nM; y el Kd de la variante de la
region Fc de la invencion para unir un FcyRIIB dimérico es aproximadamente 80 nM, aproximadamente 100 nM, mas
de manera preferible aproximadamente 200 nM.

En las realizaciones mas preferidas, la inmunoglobulina que comprende las regiones Fc variantes se caracteriza
ademas en un modelo animal para la interaccion con un FcyR. Los modelos animales preferidos para su uso en los
métodos de la invencidon son, por ejemplo, ratones transgénicos que expresan FcyRs humanos, por ejemplo,
cualquier modelo de ratéon descrito en la Patente de los Estados Unidos No. 5,877,397 y 6,676,927 que se
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incorporan aqui como referencia en su totalidad. Los ratones transgénicos para uso en los métodos de la invencion
incluyen, pero no se limitan a, ratones FcyRIIIA desnudos con supresion genética que llevan FcyRIIIA humano;
desnudo con supresion genética FcyRIIIA ratones que llevan FcyRIIA humano; FcyRINA muy desnudo que lleva
FcyRIIB humano y FcyRIIIA humano; desnudo con supresion genética FcyRIIIA ratones que llevan FcyRIIB humano y
humano FcyRIIA; FcyRINIA y FcyRIIA que llevan ratones FcyRIIIA y FcyRIIA humanos y ratones FcyRIIIA, FcyRIIA y
FcyRIIB desnudos con supresion genética que llevan FcyRIIIA, FcyRIIA y FcyRIIB humanos.

5.2.1 Estrategias de disefio

Se describen métodos de ingenieria para generar variantes de Fc incluyendo, pero sin limitarse a, estrategias de
disefio computacional, métodos de generacion de bibliotecas, y métodos de producciéon experimental y seleccion.
Estas estrategias pueden aplicarse individualmente o en diversas combinaciones para disefar las variantes Fc de la
presente invencion.

Los métodos de ingenieria pueden comprender métodos en los que los aminoacidos en la interfase entre una region
Fc y el ligando Fc no se modifiquen. Los ligandos de Fc incluyen pero no se limitan a FcyR, C1q, FcRn, C3, receptor
de manosa, proteina A, proteina G, receptor de manosa y moléculas no descubiertas que unen Fc. Los aminoacidos
en la interfase entre una regién Fc y un ligando Fc se definen como aquellos aminoacidos que hacen un contacto
directo y/o indirecto entre la regién Fc y el ligando, juegan un papel estructural en la determinacion de la
conformacioén de la interfase o estan dentro de al menos 3 angstroms, preferiblemente al menos 2 angstroms de
cada uno como se determina por analisis estructural, tal como cristalografia de rayos X y modelado molecular. Los
aminoacidos en la interfase entre una regién Fc y un ligando Fc incluyen aquellos aminoacidos que forman un
contacto directo con un FcyR basado en el andlisis cristalografico y estructural de las interacciones Fc-FcyR tales
como las descritas por Sondermann et al., (2000, Nature, 406: 267-273).

Ejemplos de posiciones dentro de la region Fc que hacen contacto directo con FcyR son aminoacidos 234-239
(region bisagra), aminoacidos 265-269 (bucle B/C), aminoacidos 297-299 (C'/E bucle), y aminoacidos 327-332 (F/G)
lazo. Las moléculas de la invencién que comprenden regiones Fc variantes que comprenden la modificacion de al
menos un residuo que no hace contacto directo con un FcyR con base en analisis estructural y cristalografico, por
ejemplo, no esta dentro del sitio de unién Fc-FcyR.

Preferiblemente, los métodos de ingenieria no modifican ninguno de los aminoacidos identificados por Shields et al.
que estan situadas en el dominio CH2 de una regién Fc préxima a la region bisagra, por ejemplo, Leu234-Pro238;
Ala327, Pro329, y afectan la unién de una region Fc a todos los FcyR humanos.

En otras realizaciones, la invencion abarca variantes de Fc con afinidades de FcyR alteradas y/o funciones efectoras
alteradas, de manera que la variante de Fc no tiene una modificacién de aminoacido en una posicion en la interfaz
entre una regiéon Fc y el ligando Fc. Preferiblemente, tales variantes de Fc en combinacién con una o mas
modificaciones de aminoacidos que estan en la interfase entre una region Fc y el ligando Fc tienen un impacto
adicional sobre la propiedad alterada particular, por ejemplo. alterado FcyR afinidad. La modificacion de aminoacidos
en la interfase entre Fc y un ligando Fc puede hacerse utilizando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo
basandose en el analisis estructural de complejos Fc-ligandos. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion,
explorando sustituciones energéticamente favorables en las posiciones Fc que afectan a la interfaz de union, se
pueden disefar variantes que muestren nuevas conformaciones de interfaz, algunas de las cuales pueden mejorar la
union al ligando Fc, algunas de las cuales pueden reducir el ligando Fc y algunas de las cuales pueden tener otras
propiedades favorables. Tales nuevas conformaciones de interfaz podrian ser el resultado de, por ejemplo,
interaccion directa con residuos de ligando de Fc que forman la interfase, o efectos indirectos causados por
modificaciones de aminoacidos tales como la perturbacion de las conformaciones de cadena lateral o de cadena
principal.

La invencion abarca variantes de Fc de ingenieria que comprenden cualquiera de las modificaciones de aminoacidos
descritas en el presente documento en combinacién con otras modificaciones en las que se altera la conformacion
del carbohidrato de Fc en la posicion 297. La invencion abarca cambios conformacionales y de composicion en el
carbohidrato de N297 que dan lugar a una propiedad deseada, por ejemplo, afinidad aumentada o reducida para un
FcyR. Tales modificaciones pueden mejorar aun mas el fenotipo de la modificacion de aminoacidos original de las
variantes Fc de la invencién. Aunque no se pretende estar limitado por un mecanismo de accién particular, dicha
estrategia esta respaldada por la observacion de que la estructura y conformacion de carbohidratos afectan
dramaticamente a la unién de Fc-FcyR y Fc/Clqg (Umaha et al., 1999, Nat Biotechnol, 17: 176-180; Davies et al, 2001,
Biotechnol Bioeng 74:288-294; Mimura et al, 2001, J Biol Chem 276: 45539, Radaev et al., 2001, J. Biol Chem 276:
16478-16483; Shields et al., 2002, J Biol. Chem. 277: 26733-26740; Shinkawa et al., 2003, J. Biol Chem 278: 3466-
3473).

Se proporciona otra estrategia de disefio para generar variantes de Fc de acuerdo con la invencion en la que la
region Fc se reingenieria para eliminar la dependencia estructural y funcional de la glicosilacion. Esta estrategia de
disefio implica la optimizacion de la estructura Fc, estabilidad, solubilidad y/o funcién Fc (por ejemplo afinidad de Fc
para uno o mas ligandos Fc) en ausencia del carbohidrato N297. En un enfoque, las posiciones que estan expuestas
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al disolvente en ausencia de glicosilacién son disefiadas de tal manera que son estables, estructuralmente
consistentes con la estructura Fc, y no tienen tendencia a agregarse. Los enfoques para optimizar el Fc aglicosilado
pueden implicar pero no se limitan a disefiar modificaciones de aminoacidos que aumentan la estabilidad y/o
solubilidad de Fc aglicosilada incorporando residuos polares y/o cargados que se dirigen hacia dentro hacia el eje de
dimero Cg2-Cg2 y disefiando modificaciones de aminoacidos que realzan directamente la interfase Fc-FcyR
aglicosilada o la interfase de Fc aglicosilada con algun otro ligando Fc.

Las variantes Fc de la presente invencion pueden combinarse con otras modificaciones de Fc, incluyendo, pero sin
limitarse a, modificaciones que alteran la funcién efectora. La invencién abarca combinar una variante de Fc de la
invencion con ofras modificaciones de Fc para proporcionar propiedades aditivas, sinérgicas o nuevas en
anticuerpos o fusiones de Fc. Dichas modificaciones pueden estar en los dominios CH1, CH2 o CH3 o una
combinacion de los mismos. Preferiblemente, las variantes Fc de la invencion mejoran la propiedad de la
modificacion con la que se combinan. Por ejemplo, si una variante Fc de la invencién se combina con un mutante
conocido para unirse a FcyRIIIA con una afinidad mas alta que una molécula comparable que comprende una region
Fc de tipo salvaje; la combinaciéon con un mutante de la invencién da como resultado un mayor aumento del
plegamiento en la afinidad con FcyRIIIA.

En una realizacion, las variantes de Fc de la presente invencién pueden combinarse con otras variantes de Fc
conocidas tales como las descritas en Duncan et al., 1988, Nature 332: 563-564; Lund et al., 1991, J. Immunol 147:
2657-2662; Lund et al, 1992, Mol Immunol 29: 53-59; Alegre et al, 1994, Transplantation 57: 1537-1543; Hutchins et
al., 1995, Proc Natl. Acad Sci U S A 92: 11980-11984; Jefferis et al, 1995, Immunol Lett. 44: 111-117; Lund et al.,
1995, Faseb, J. 9: 115-119; Jefferis et al, 1996, Immunol Lett. 54: 101-104; Lund et al, 1996, J Immunol 157: 4963-
4969; Armour et al., 1999, Eur J Immunol 29: 2613-2624; Idusogie et al, 2000, J Immunol 164: 4178-4184; Reddy et
al, 2000, J Immunol 164: 1925-1933; Xu et al., 2000, Cell Immunol 200: 16-26; Idusogie et al., 2001, J Immunol 166:
2571-2575; Shields et al., 2001, J. Biol. Chem. 276: 6591-6604; Jefferis et al, 2002, Immunol Lett. 82: 57-65; Presta
et al., 2002, Biochem Soc Trans 30: 487-490); US 5,624,821; US 5,885,573; US 6,194,551; PCT WO 00/42072; PCT
WO 99/58572.

5.2.2 Ensayo de unién a FcyR-Fc

Se desarrollé un ensayo de uniéon a FcyR-Fc para determinar la unién de las moléculas de la invencion que
comprende regiones Fc variantes a FcyR, lo que permitio la deteccion y cuantificacion de la interaccion, a pesar de la
afinidad inherentemente débil del receptor para su ligando, por ejemplo, en el intervalo micromolar para FcyRIIB y
FcyRIIA. EI método implica la formacién de un complejo FcyR que tiene una avidez mejorada para una region Fc, en
relacion con un FcyR no complejado. De acuerdo con la invencion, el complejo molecular preferido es un complejo
inmune tetramérico, que comprende: (a) la region soluble de FcyR (por ejemplo, la regiéon soluble de FcyRIIIA,
FcyRIIA o FcyRIIB); (b) una secuencia AVITAG de 15 aminoacidos biotinilada (AVITAG) unida operativamente al
extremo C-terminal de la regién soluble de FcyR (por ejemplo, la region soluble de FcyRIIIA, FcyRIIA o FcyRIIB); y (c)
estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE); en una relacion molar para formar un complejo FcyR tetramero (preferiblemente
en una relacion molar 5:1). De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, la proteina de fusion es
biotinilada enzimaticamente, utilizando, por ejemplo, la enzima E. coli Bir A, una biotina ligasa que biotinila
especificamente un residuo de lisina en la secuencia AVITAG de 15 aminoacidos. En una realizacion especifica de
la invencion, el 85% de la proteina de fusion esta biotinilado, segun se determina por métodos estandar conocidos
por los expertos en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, el ensayo de cambio de estreptavidina. De acuerdo
con realizaciones preferidas de la invencion, las proteinas FcyR solubles biotiniladas se mezclan con SA-PE en una
proporcion molar 1X SA-PE:5X biotinilada FcyR soluble para formar un complejo FcyR tetramero.

En una realizacion preferida de la invencion, los polipéptidos que comprenden regiones Fc se unen a los complejos
FcyR tetrameros, formados de acuerdo con los métodos de la invencién, con al menos una afinidad 8 veces mayor
que el FcyR no monomérico no complejado. La fijacion de polipéptidos que comprenden regiones Fc a los complejos
FcyR tetrameros se puede determinar usando técnicas estandar conocidas por los expertos en la técnica, tales como
por ejemplo, clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS), radioinmunoensayos, ensayos ELISA, etc.

Los complejos inmunes formados de acuerdo con los métodos descritos anteriormente, pueden usarse para
determinar la funcionalidad de moléculas que comprenden una region Fc en ensayos basados en células o sin
células.

Como cuestion de conveniencia, los reactivos pueden proporcionarse en un kit de ensayo, es decir, una
combinacién empaquetada de reactivos para ensayar la capacidad de las moléculas que comprenden regiones Fc
variantes de unirse a complejos tetraméricos FcyR. Otras formas de complejos moleculares para usar en la
determinacion de las interacciones Fc-FcyR también se contemplan para su uso en los métodos de la invencion.

5.2.3 Mutagenesis y construccion de bibliotecas de despliegue de levadura
Las interacciones moleculares entre los receptores Fc y Fc de IgG han sido previamente estudiadas tanto por

técnicas estructurales como genéticas. Estos estudios identificaron residuos de aminoacidos que son criticos para la
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union funcional de Fc a diferentes FcyR. Ninguno de estos cambios ha demostrado mejorar la eficacia mediada por
FcyR humana de anticuerpos terapéuticos en modelos animales. No se ha informado de un analisis completo de
todos los posibles cambios de aminoacidos en estos residuos u otros residuos potencialmente importantes. La
plataforma descrita en este documento tiene la capacidad de construir tantas bibliotecas mutantes con todos los
posibles cambios de aminoacidos, bibliotecas de criba usando ensayos funcionales multiples y finalmente analizar
bibliotecas en modelos animales humanizados relevantes.

También se describe la construccion de multiples bibliotecas basadas tanto en datos genéticos como estructurales
conocidos en la técnica o en desarrollo. El método descrito y ejemplificado en el presente documento incorpora la
construccion de bibliotecas individuales que contienen mutantes que prueban todos los cambios de 20 aminoacidos
entre 3-6 residuos en la region Fc. El conjunto completo de mutaciones se reunira en todas las posibles
combinaciones de mutaciones. El nimero de mutaciones independientes generadas se basa en el numero de sitios
que estan saturados durante el ensamblaje de la biblioteca (Tabla 9 a continuacién). El tamafio de la biblioteca
determinara la eleccion de la criba primaria y por lo tanto la eleccion del vector para los pasos iniciales de clonacion.

Tabla 9: Numero de mutantes independientes con base en el nimero de sitios diana.

Biblioteca | # De residuos | # Mutantes independientes | Criba primaria

Pequeia | 3 o menos 8000 max. ELISA

Grande 4-6 1.6x10°-6.4 x 107 Despliegue en superficie

Pueden construirse bibliotecas combinatorias, centrandose en un numero limitado de residuos criticos (por ejemplo,
3-6). Usando una biblioteca de IgG1 Fc mutagenizada aleatoriamente y los ensayos de cribado descritos y
ejemplificados en la presente variantes de FC se identificaran. En las rondas iniciales, se seleccionaran las mejores
5 mutaciones, basadas tanto en el perfil de union a FcR como en la actividad funcional. Se necesitaran 20° mutantes
individuales para cubrir todos los posibles cambios de aminoacidos y sus combinaciones en cinco lugares. Se
generara una biblioteca con una cobertura de al menos 10 veces para cada mutante. Ademas, las regiones se
elegiran basandose en la informacion disponible, por ejemplo, datos de estructura cristalina, diferencias de unién de
FcyR de isotipo de ratén/humano, datos genéticos y sitios adicionales identificados por mutagénesis.

La mayor desventaja de los actuales protocolos mutagénicos dirigidos a sitios es la produccion de poblaciones de
sesgo, sobrerrepresentando variaciones en algunas regiones y sub-representando o faltando completamente
mutaciones en otras. La presente invencion supera este problema mediante la generacion de matrices imparciales
de mutantes Fc deseables usando una tecnologia de construccidon génica bien desarrollada para eliminar el sesgo
introducido en la construccion de la biblioteca por abordajes basados en PCR tales como la PCR solapada y la PCR
invertida. Las distinciones clave del enfoque de la presente invencion son: 1) Empleo de una mezcla equimolar de 20
oligos individuales para cada codén dirigido en lugar de cebadores degenerados. De esta manera, cada aminoacido
esta representado por un solo codéon mas utilizado, mientras que los cebadores degenerados representan los
aminoacidos codificados por mas codones sobre los codificados por menos codones. 2) Construccion de mutantes
mediante un enfoque de sustitucion de la cadena. Esto asegura la introduccién imparcial de todos los cambios
deseables en el producto final.

Un protocolo de ejemplo comprende las siguientes etapas: 1) oligos fosforilados, que representan cambios
deseables en una o varias ubicaciones, todos complementarios a la misma cadena, afadidos a la plantilla junto con
un ADN polimerasa deficiente en exonucleasa 5>3' termoestable, ADN polimerasa y ligasa (figura 25a). 2) se
somete a una serie de ciclos de polimerizacién/ligacion suficientes para generar la cantidad deseada de producto. El
uso de un ADN polimerasa deficiente en exonucleasa 5>3' asegura la integridad de la secuencia cebadora y su
residuo fosfato, cuando una ligasa termoestable ensambla fragmentos individuales extendidos por cebador en una
cadena de cadena sencilla contigua. Los ciclos de reaccion pueden continuar hasta la disminucion completo de la
piscina de oligos sin introducir un sesgo en el producto final (Figura 25b). 3), se convierte en ADN de doble cadena
mediante la adicion de un cebador especifico de gen inverso a la reaccion (Figura 25 1c). 4) el producto bicatenario
se digiere en los sitios de restriccion disefiados al final y se clona en un vector de expresion apropiado (figura 25 1d)

Para asegurar la calidad de la biblioteca, los fragmentos amplificados por PCR se analizaran por electroforesis para
determinar la longitud de los productos finales de PCR. La reaccion se caracterizara como exitosa si el >99% de los
productos de PCR son de la longitud esperada. La biblioteca final se clonara en un vector de expresion. Una fraccion
de la biblioteca mutante se secuenciara para determinar la tasa de incorporacién de codones mutantes. EI nimero
de fragmentos secuenciados se basara en el niumero de sitios diana mutados y la validacion de la biblioteca sera
determinada por la tasa de mutacion observada en los sitios objetivo (Tabla 10). La tasa de vector sin insertos debe
ser inferior al 2%. La tasa de mutacion en los sitios no diana debe ser inferior al 8%. Las bibliotecas que contengan
clones con >90% de inserciones correctas nos permitiran mantener cronogramas de seleccion.
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Tabla 10: Tasas esperadas de mutacién para las bibliotecas

Tasas de mutacion aproximadas para la validacién de la biblioteca
Residuos
direccionados | # De seq. | Simple Doble triple Cuant. Penta. Hex.
Reacciones
3 20 42% 43% 15% NA NA NA
NA NA
4 50 29% 43% 21% 7%
5 75 18% 35% 32% 11% 4% NA
6 100 12% 20% 40% 20% 6% 2%

En otras formas de realizacion, la invencion comprende PCR superpuesta o invertida para la construccion de
bibliotecas. Con el fin de evitar sesgos, se utilizaran cebadores individuales para cada codén en lugar de cebadores
degenerativos. Se empleara un esquema de validacion similar al divulgado anteriormente.

Mas preferiblemente, se emplearan protocolos automatizados para la produccién de bibliotecas de alto rendimiento.
La automatizacion permite un rendimiento mejorado, una operacién a pie y una reduccion general del error
experimental en tareas que requieren operaciones repetitivas y tediosas. Las capacidades de sintesis de oligo se
basan en 2 sintetizadores de ADN Mermade (Bioautomation, Inc.) con una capacidad de salida total de 575 oligos
60mer/12 hrs. El software propietario maneja todos los aspectos del disefio, sintesis y almacenamiento de los
oligonucledtidos finales. Se emplearan manipuladores de liquidos robéticos para establecer oligos para la sintesis de
mutantes Fc de longitud completa y se estableceran reacciones de ligacion para incorporar los Fcs mutantes en
vectores de expresion de cadenas pesadas de anticuerpos. Después de la ligacion se estima que tomaria 1 FTE ~10
dias para disponer los clones de la biblioteca y generar -8000 minipreps, equivalente a una biblioteca combinatoria
saturada en 3 sitios. Después de la transformacion bacteriana se utilizara un robot selector de clones Qpix-2 para
recoger colonias en 96 placas de pozos profundos. El crecimiento de la cultura se hara utilizando un agitador de
levitacién magnética, capaz de incubar 12 placas y dando como resultado un crecimiento denso en 12-16 horas a
37°C. Se utilizara un robot miniprep Qiagen para realizar preparaciones de ADN a razén de 4 placas de 96 pozos en
2.5 hrs. Mediante la superposicion de tareas 5 tales bibliotecas podrian construirse en 9 meses con 1 FTE

La maduracion de afinidad requiere el ensamblaje de un nuevo conjunto de combinaciones de mutaciones, a partir
de un grupo mutante preseleccionado o miembros de una familia de genes, que puede ser enriquecido mediante un
protocolo de seleccion. El proceso se repite varias veces hasta que se consigue el aislamiento de un mutante con el
fenotipo deseado. La desventaja del enfoque enzimatico actual, la mezcla de ADN, para realizar este proceso es un
sesgo que puede ser introducido debido a sitios especificos dentro del gen que son puntos calientes para nucleasas,
dominancia de mutantes especificos en la piscina final reensamblada y pérdida de parte del original mutantes en la
piscina final. Con el fin de superar esta deficiencia se utilizara una tecnologia de generacién de genes (BAG) para
generar una biblioteca altamente compleja de mutantes Fc que contienen cambios aleatorios de aminoacidos en
todas las localizaciones potenciales que pueden ser importantes para la unién de los receptores. Se utilizaran
conjuntos de oligos degenerados que cubren regiones especificas de la IgG Fc (véase la figura 26).

Los oligos seran -30 nt y se generaran oligos degenerados sintetizados para cambiar uno (4 oligos) o dos AA (8
oligos). Los oligos estan disefiados para superponerse sin espacios. Se tomaran -200 oligos para acomodar todos
los Unicos cambios de AA y -2000 para cambiar dos AA por oligonucleétido. Todos los oligos de 2000+ se utilizaran
individualmente y en combinaciones para generar matrices de mutantes Fc usando el protocolo descrito
anteriormente (A.20). Utilizaremos un programa de asignacion al azar escrito en casa y un manipulador de liquidos
robotico para combinar combinaciones seleccionadas de oligos mutantes y de tipo salvaje. Las bibliotecas grandes
se clonaran en vectores que permitiran el cribado usando la visualizacién de la superficie de la levadura. Este
enfoque utiliza una seleccion de perlas magnéticas seguida de citometria de flujo y se ha aplicado con éxito a
bibliotecas con una complejidad >10° (Feldhaus et al., 2003, Nat. Biotech, 21(2): 163-170). Esto limita el nimero de
sitios para probar en cualquier grupo a 7, resultando en ~1.3 x 10° posibles mutaciones/reserva.

Para asegurar la calidad de la biblioteca, los fragmentos amplificados por PCR se analizaran por electroforesis para
determinar la longitud de los productos finales de PCR. La reaccion se caracterizara como exitosa si > 99% de los
productos de PCR son de la longitud esperada. Una fraccién de la biblioteca mutante se secuenciara para
determinar la tasa de incorporacion de codones mutantes. El niumero de fragmentos secuenciados se basara en el
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numero de sitios diana mutados y la validacién de la biblioteca sera determinada por la tasa de mutacion observada
en los sitios objetivo (Tabla 10). La tasa de vectores sin insertos debe ser inferior al 2%. La tasa de mutacion en los
sitios no diana debe ser inferior al 8%.

La capacidad para generar el nivel deseado de eficacia de la mutagénesis mediante este enfoque se determinara
por secuenciacion de un subconjunto de clones. La alternativa al BAG estara utilizando un protocolo de "mezcla de
ADN ". Esto requiere la agrupacion de todos los mutantes, simple, doble, triple, etc. Después de la preparacion del
ADN, las regiones Fc se amplificaran por PCR usando cebadores de acompafiamiento que amplifiquen
selectivamente la region mutada del Fc, -700 pb. Los nuevos mutantes se construyen modificando de nuevo
mutaciones en el Fc mediante el tratamiento selADN del ADN amplificado y aislando fragmentos de 150-200 pb
(véase, por ejemplo, Stemmer et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 91: 10747 -51). Los fragmentos seran
religados, amplificados por PCR con cebadores anidados y clonados en el vector de presentacion de superficie de
levadura, pYD1. La biblioteca recombinada se volvera a seleccionar en la criba de visualizacién de Fc de levadura
tal como se describe y ejemplifica aqui.

Las bibliotecas de BAG utilizaran la mayor parte del mismo equipo que la biblioteca combinatoria. Sin embargo, la
clonaciéon sera en un vector adecuado para la visualizacion de la superficie de la levadura y no requerira la
disposicion de clones individuales como despliegue en superficie de la levadura se empleara inicialmente para el
enriquecimiento de bibliotecas grandes. Después del nivel apropiado de enriquecimiento, se dispondran clones
individuales.

Se produce una biblioteca inicial de moléculas que comprende regiones Fc variantes usando cualquier técnica de
mutagénesis basada en el azar conocida en la técnica. Un experto en la técnica apreciara que pueden obtenerse
variantes de la secuencia de aminoacidos de las regiones Fc mediante cualquier técnica de mutagénesis conocida
por los expertos en la técnica. Algunas de estas técnicas se describen en resumen aqui, sin embargo, se reconocera
que procedimientos alternativos pueden producir un resultado equivalente. En una realizacion preferida, las
moléculas de la invencién que comprenden regiones Fc variantes se preparan mediante PCR propensa a errores
como se ejemplifica en el Ejemplo 6, infra (véase Leung et al., 1989, Technique, 1:11). Se prefiere especialmente
tener velocidades de error de 2-3 pb/Kb para usar en los métodos de la invencién. En una realizacion, utilizando la
PCR propensa a error se obtiene una frecuencia de mutacién de 2-3 mutaciones/kb.

La mutagénesis se puede realizar de acuerdo con cualquiera de las técnicas conocidas en la técnica incluyendo,
pero sin limitarse a, sintetizar un oligonucleétido que tiene una o mas modificaciones dentro de la secuencia de la
region Fc de un anticuerpo o un polipéptido que comprende una region Fc (por ejemplo, el dominio CH2 o CH3) por
modificar. La mutagénesis especifica del sitio permite la produccién de mutantes mediante el uso de secuencias
oligonucleotidicas especificas que codifican la secuencia de ADN de la mutacién deseada, asi como un nimero
suficiente de nucledtidos adyacentes, para proporcionar una secuencia de cebador de tamafio y complejidad de
secuencia suficientes para formar una secuencia estable en ambos lados de la unién de supresién que se esta
atravesando. Tipicamente, se prefiere un cebador de aproximadamente 30 a aproximadamente 45 nucleétidos o
mas de longitud, con aproximadamente 10 a aproximadamente 25 o mas residuos en ambos lados de la union de la
secuencia que se altera. Un numero de dichos cebadores que introducen una diversidad de mutaciones diferentes
en una o mas posiciones se pueden utilizar para generar una biblioteca de mutantes.

La técnica de mutagénesis especifica de sitio es bien conocida en la técnica, como se ejemplifica por varias
publicaciones (véase, por ejemplo, Kunkel et al., Methods Enzymol., 154: 367-82, 1987). En general, la mutagénesis
dirigida se realiza mediante la obtencion inicial de un vector monocatenario o la fusion de dos cadenas de un vector
bicatenario que incluye dentro de su secuencia una secuencia de ADN que codifica el péptido deseado. Se prepara
un cebador oligonucleotidico que lleva la secuencia mutada deseada, generalmente de forma sintética. Este cebador
se refusiona a continuacion con el vector de cadena sencilla y se somete a enzimas polimerizadores de ADN tales
como polimerasa de ADN T7, con el fin de completar la sintesis de la cadena portadora de mutacién. De este modo,
se forma un heteroduplex en el que una cadena codifica la secuencia original no mutada y la segunda cadena lleva
la mutacion deseada. Este vector heteroduplex se utiliza entonces para transformar o transfectar células apropiadas,
tales como células de E. coli, y se seleccionan clones que incluyen vectores recombinantes que llevan la disposicion
de secuencia mutada. Como se apreciara, la técnica emplea tipicamente un vector de fago que existe tanto en una
forma de cadena sencilla como de doble cadena. Los vectores tipicos utiles en mutagénesis dirigida incluyen
vectores tales como el fago M13. Estos fagos estan faciimente disponibles comercialmente y su uso es
generalmente bien conocido por los expertos en la técnica. Los plasmidos bicatenarios también se emplean
rutinariamente en la mutagénesis dirigida a un sitio que elimina la etapa de transferir el gen de interés de un
plasmido a un fago.

Alternativamente, puede utilizarse el uso de PCR™ con enzimas termoestables disponibles comercialmente tales
como ADN polimerasa Taq para incorporar un cebador oligonucleotidico mutagénico en un fragmento de ADN
amplificado que puede entonces clonarse en un vector de expresion o de clonacién apropiado. Ver, por ejemplo,
Tomic y col., Nucleic Acids Res., 18(6): 1656, 1987, y Upender et al., Biotechniques, 18(1): 29-30, 32, 1995, para
procedimientos de mutagénesis mediada por PCR™. PCR™ que emplea una ligasa termoestable ademas de una
polimerasa termoestable también se puede usar para incorporar un oligonucleétido mutagénico fosforilado en un
fragmento de ADN amplificado que puede entonces clonarse en un vector de clonacién o expresion apropiado
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(véase por ejemplo Michael, Biotechniques, 16 (3): 410-2, 1994).

Otro método para preparar variantes para uso en la invencion, es la mutagénesis de casete basada en la técnica
descrita por Wells et al. (1985, Gene, 34: 315). El material de partida es el plasmido que comprende el ADN deseado
que codifica la proteina a ser mutada (por ejemplo, el ADN que codifica un polipéptido que comprende una region
Fc). Se identifican el(los) coddn(es) en la secuencia de ADN a ser mutada; debe haber un Unico sitio de
endonucleasa de restriccion en cada lado del sitio o sitios de mutaciones identificados. Si no sale tal sitio de
restriccion, puede ser generado por mutagénesis dirigida a oligonucledtidos. Después de que los sitios de restriccion
se han introducido en el plasmido, el plasmido se corta en estos sitios y se linealiza. Un oligonucleétido bicatenario
que codifica la secuencia del ADN entre los sitios de restriccion pero que contiene la mutacién se sintetiza utilizando
procedimientos estandar conocidos por los expertos en la técnica. El oligonucleétido bicatenario se denomina
casete. Este casete esta disefiado para tener extremos 3' y 5' que son compatibles con los extremos del plasmido
linealizado, de modo que puede ser ligado directamente al plasmido.

Se pueden usar otros métodos conocidos por los expertos en la técnica para producir variantes de secuencia de la
region Fc de un anticuerpo o polipéptidos que comprenden una region Fc. Por ejemplo, los vectores recombinantes
que codifican la secuencia de aminoacidos del dominio constante de un anticuerpo o un fragmento del mismo
pueden tratarse con agentes mutagénicos, tales como hidroxilamina, para obtener variantes de secuencia.

Una vez que se produce una biblioteca mutante de acuerdo con los métodos descritos, la biblioteca mutagenizada
se transforma en una cepa de levadura, preferiblemente EBY100 (Invitrogen), MATa ura3-52 trpl leu2Al his3A200
pep4::HIS3 prb1A1.6R can1 GAL::GAL-AGA1 usando un protocolo de transformacién de acetato de litio estandar
conocido por los expertos en la técnica (ref).

Un experto en la técnica apreciara que una vez que las moléculas de la invencién con las propiedades de unién
deseadas (por ejemplo, moléculas con regiones Fc variantes con al menos una modificacion de aminoacidos,
modificacion que mejora la afinidad de la regién Fc variante para FcyRIIIA con respecto a una molécula comparable,
que comprende una region Fc de tipo salvaje (Véase la seccion 5.1 y la tabla 2) de acuerdo con los métodos de la
invencion, pueden disefiarse otras moléculas (es decir, anticuerpos terapéuticos) usando ADN recombinante
estandar y cualquier técnica de mutagénesis conocida, como se describe en esta seccion para producir moléculas
manipuladas que llevan los sitios de mutacién identificados.

5.2.4 Despliegue en superficie de levaduras

El método preferido para cribar e identificar moléculas que comprenden regiones Fc variantes con afinidades de
FcyR alteradas (es decir, afinidad de FcyRIIIA mejorada y/o FcyRIIA) es la tecnologia de despliegue en superficie de
levaduras (para revision véase Boder and Wittrup, 2000, Methods in Enzymology, 328: 430-444), que aborda la
deficiencia en la técnica anterior para el cribado de interacciones de unién de proteinas extracelulares modificadas
después de la traduccion. Especificamente, despliegue en superficie de levaduras es un método genético mediante
el cual los polipéptidos que comprenden mutantes Fc se expresan en la pared celular de levadura en una forma
accesible para interactuar con FcyR. Despliegue en superficie de levadura de los polipéptidos que contienen Fc
mutante de la invencion se puede realizar de acuerdo con cualquiera de las técnicas conocidas por los expertos en
la técnica. Véase la Patente de los Estados Unidos No. 6.423.538; 6,114,147; y 6,300,065. Véase Boder et al., 1997
Nat. Biotechnol., 15: 553-7; Boder et al., 1998 Biotechnol. Prog., 14: 55-62; Boder et al., 2000 Methods Enzymol.,
328: 430-44; Boder et al., 2000 Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 2000, 97: 10701-5; Shusta et al., 1998 Nat. Biotechnol.,
1998, 16: 773-7; Shusta et al., 1999 J. Mol. Biol., 292: 949-56; Shusta et al., 1999 Curr. Opin. Biotechnol., 10: 117-
22; Shusta et al., 2000 Nat. Biotechnol., 18: 754-9; Wittrup et al., 1994, Ann. N.Y. Acad. Sci., 745: 321-30; Wittrup et
al., 1994 Cytometry, 16: 206-13; Wittrup, 1995 Curr. Opin. Biotechnol., 6: 203-8; Wittrup, 1999 Trends Biotechnol.,
17: 423-4; Wittrup, 2000 Nat. Biotechnol., 18: 1039-40; Wittrup, 2001 Curr. Opin. Biotechnol., 12: 395-9.

El despliegue en superficie de levadura se usara para enriquecer bibliotecas que contienen >107 clones
independientes. Este enfoque proporcionara la capacidad de enriquecer grandes bibliotecas >20 veces en una sola
clase. Las bibliotecas mutantes Fc con >10.000 mutantes independientes (4 o mas sitios) seran clonadas en los
vectores apropiados para la visualizacién de la superficie de la levadura y enriquecidas por clasificacion FACS hasta
que <8000 mutantes puedan ser probados por otros ensayos bioquimicos y funcionales como se describe a
continuacion.

La invencién proporciona métodos para construir una biblioteca de mutantes Fc en levaduras para mostrar
moléculas que comprenden regiones Fc, que han sido mutadas como se describe en la Seccién 5.2.2.
Preferentemente, las bibliotecas de mutantes Fc para uso en los métodos de la invencion contienen al menos 107
células, hasta 10° células. Un método de ejemplo para construir una biblioteca Fc para uso en los métodos de la
invencion comprende lo siguiente: los acidos nucleicos que codifican moléculas que comprenden regiones Fc se
clonan en el sitio de clonacion multiple de un vector derivado de un vector de replicacion de levadura, por ejemplo,
pCT302; de manera que los acidos nucleicos codificantes de Fc se expresan bajo el control del promotor inducible
por galactosa GAL1 y marco interno con una secuencia de nucleétidos que codifica Aga2p, la proteina de pared
celular de aglutinina de acoplamiento. En una realizacion preferida, los acidos nucleicos que codifican moléculas que
comprenden regiones Fc se clonan en C-terminal a la region codificante de Aga2p, de manera que se codifica una
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proteina de fusion Aga2p de regién Fc. Una proteina de fusion que comprende la proteina Aga2p y los polipéptidos
que comprenden regiones Fc seran segregadas extracelularmente y presentadas en la pared celular a través de la
union disulfuro a la proteina Agalp, una proteina integral de pared celular, usando la construccion preferida de la
invencion. En una realizacion alternativa, las construcciones pueden comprender ademas secuencias de nucleétidos
que codifican etiquetas de epitopo. Puede utilizarse cualquier secuencia codificante de nucleétidos marcadora de
epitopo conocida por los expertos en la técnica de acuerdo con la invencion, incluyendo, pero sin limitarse a,
secuencias de nucleotidos que codifican hemaglutinina (HA), c-myc Xpress TAG, His-TAG o V5TAG. La presencia
de la proteina de fusidon en la superficie de la célula de levadura puede detectarse usando analisis FACS,
microscopia de fluorescencia confocal o métodos de inmunotincién estandar, todos conocidos por los expertos en la
técnica. En una realizacion, la presencia de las proteinas de fusién Fc de la invencion en la superficie de la célula de
levadura se detectan utilizando anticuerpos monoclonales especificos de Fc (especificos para CH3), incluyendo pero
sin limitarse a anticuerpo monoclonal especifico de Fc IgG1, HP6017 (Sigma), JL512 (Immunotech), y cualquier
anticuerpo descrito en Partridge et al., 1986, Molecular Immunology, 23(12): 1365-72. En otro caso, la presencia de
las proteinas de fusion Fc de la invencion se detecta mediante marcaje inmunofluorescente con marcadores de
epitopo usando técnicas conocidas por los expertos en la técnica. Es particularmente util en los métodos utilizar
secuencias de nucledtidos que codifican etiquetas de epitopo para flanquear los acidos nucleicos que codifican las
proteinas de fusiéon Fc, como un control interno, para detectar si las proteinas de fusién se muestran en la pared
celular en una forma parcialmente proteolizada.

5.2.5 Criba de bibliotecas de despliegue en levaduras

El cribado de las bibliotecas de despliegue en levaduras puede realizarse usando ensayos basados en inmunologia
incluyendo, pero sin limitarse a, ensayos basados en células, ensayos basados en soluciones y ensayos basados en
fase sdlida.

En algunos casos, se pueden identificar mutantes Fc con afinidades de FcyR alteradas utilizando métodos de
maduracioén por afinidad que son conocidos por los expertos en la técnica y abarcados en el presente documento.
En pocas palabras, la maduraciéon por afinidad crea alelos nuevos al recombinar aleatoriamente mutaciones
individuales presentes en una biblioteca mutante, véase, por ejemplo, Hawkins et al., 1992, J. Mol. Biol. 226: 889-
896; Stemmer et al., 1994 Nature, 370: 389-91. Se ha utilizado con éxito para aumentar la afinidad de anticuerpos,
receptores de células T y otras proteinas. Pueden usarse mutaciones que muestran una unién aumentada de FcyR
como una linea de base para construir nuevas bibliotecas mutantes con fenotipos mejorados. Usando los métodos,
puede seleccionarse una poblacion de mutantes Fc de IgG1 enriquecidos por la superficie de levadura para
aumentar la fijacion a un FcyR, por ejemplo, FcyRIIIA. Después de la preparacion del ADN, las regiones Fc pueden
amplificarse por PCR utilizando cebadores flanqueantes que amplifican selectivamente la regiéon mutada de la Fc,
que es de aproximadamente -700 pb usando métodos conocidos por un experto en la técnica y ejemplificados o
revelados en el presente documento. Los nuevos mutantes se pueden construir por medio de la reorganizacion de
mutaciones en la region Fc, por ejemplo, mediante el tratamiento con SelADN del ADN amplificado y el aislamiento
de fragmentos usando métodos tales como los descritos por Stemmer et al., 1994 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91:
1.0747-51.

Los fragmentos pueden entonces ser religados, amplificados por PCR con cebadores anidados y clonados en el
vector de despliegue en levaduras, por ejemplo, pYD1 usando métodos conocidos por un experto en la técnica. La
biblioteca recombinada se puede volver a seleccionar en la criba de despliegue de Fc de levadura. A medida que el
Kp disminuye, por debajo de 10 nM, pueden establecerse condiciones para permitir mayores aumentos de afinidad
basados en la reduccién de la velocidad de desconexion del ligando FCyRIIIA del receptor Fc usando métodos
conocidos en la técnica tales como los descritos en Boder et al., 1998, Biotechnol. Prog. 14: 55-62.

Se puede establecer una criba cinética marcando las células que muestran Fc a saturacién con un ligando marcado,
por ejemplo, un ligando fluorescente seguido de incubacién con un exceso de ligando no marcado durante un
periodo predeterminado. Después de la terminacion de la reaccion por la adicion de regulador en exceso (por
ejemplo, IX PBS, 0.5 mg/ml de BSA) las células seran analizadas por FACS y los portales de clasificacion
establecidos para la seleccion. Después de cada ronda de enriquecimiento mutantes individuales se pueden probar
para aumentar el doble en la afinidad y secuenciado por la diversidad. El proceso de recombinacion in vitro puede
repetirse. En algunas formas de realizacion, el in vitro se repite al menos 3 veces.

La seleccion de las variantes Fc de la invencion puede realizarse usando cualquier FcyR incluyendo, pero sin
limitarse a, variantes polimorficas de FcyR. En algunos casos, la seleccion de las variantes Fc se realiza usando una
variante polimérfica de FcyRIIIA que contiene una fenilalanina en la posicion 158. En otros casos, la seleccion de las
variantes Fc se realiza usando una variante polimoérfica de FcyRIIIA que contiene una valina en la posicién 158.
FcyRIIA 158V muestra una mayor afinidad por IgG1 que 158F y una actividad incrementada de ADCC (véase, por
ejemplo, Koene et al., 1997, Blood, 90: 1109-14, Wu et al., 1997, J. Clin. Invest. 100: 1059-70); este residuo
interactua directamente con la region bisagra inferior de IgG1 como se ha demostrado recientemente mediante
estudios de cocristalizacion IgG1-FcyRIIIA, véase, por ejemplo, Sonderman et al., 2000, Nature, 100: 1059-70.

Los estudios han demostrado que en algunos casos los anticuerpos terapéuticos tienen una eficacia mejorada en
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pacientes homocigotos FcyRIIIA-158V. Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal humanizado anti-CD20 Rituximab fue
terapéuticamente mas eficaz en pacientes homocigotos FcyRIIIA 158V en comparacién con pacientes homocigotos
FcyRIIA 158F (véase, por ejemplo, Cartron et al., 2002 Blood, 99(3): 754-8). Aunque no se pretende unirse a un
mecanismo de accién particular, la seleccion de variantes Fc de la invencion con el alotipo FcyRIIA 158F puede
proporcionar variantes que una vez disefiadas en anticuerpos terapéuticos seran clinicamente mas eficaces para
pacientes homocigéticos FcyRIIIA 158F.

Las bibliotecas de levadura pueden seleccionarse basandose en la disminucion de FcyRIIB y en la seleccion de
FcyRIIIA de modo que se seleccionen mutantes Fc que no sdélo tengan una afinidad mejorada para FcyRIIIIA sino
que también tengan una afinidad reducida para FcyRIIB. Las bibliotecas de levaduras pueden enriquecerse para los
clones que tienen una afinidad reducida para FcyRIIB por métodos de disminucion secuencial, por ejemplo,
incubando la biblioteca de levaduras con perlas magnéticas recubiertas con FcyRIIB. La disminuciéon de FcyRIIB se
lleva a cabo preferiblemente secuencialmente de manera que la biblioteca se enriquezca en clones que tienen una
afinidad reducida para FcyRIIB. En algunos casos, la etapa de disminucion de FcyRIIB da como resultado una
poblacién de células de modo que sélo el 30%, preferiblemente sélo el 10%, mas preferiblemente sélo el 5%, lo mas
preferiblemente menos del 1% se unen a FcyRIIB. En algunos casos, la disminucion de FcyRIIB se realiza en al
menos 3 ciclos, al menos 4 ciclos, al menos 6 ciclos. La etapa de disminucion de FcyRIIB se combina
preferiblemente con una etapa de seleccion de FcyRIIIA, por ejemplo utilizando clasificacion FACS de modo que se
seleccionen variantes Fc con una afinidad mejorada para FcyRIIIIA.

5.2.5.1 Ensayos FACS; ensayos en fase solida y ensayos de base inmunoldgica

También se describe la caracterizacion de las proteinas de fusion Fc mutantes que se despliegan en la pared celular
de la superficie de la levadura, de acuerdo con los métodos descritos en la seccion 5.2.3. Un método selecciona las
proteinas de fusiéon Fc mutantes con una propiedad de unién deseable, especificamente, la capacidad de la proteina
de fusion Fc mutante para unirse a FcyRIIIA y/o FcyRIIA con una mayor afinidad que un polipéptido comparable que
comprende una region Fc de tipo salvaje se une a FcyRIIIA y/o FcyRIIA. En otro caso, un método para seleccionar
proteinas de fusion mutantes Fc con una propiedad de unién deseable, especificamente, la capacidad de la proteina
de fusion mutante Fc para unirse a FcyRIIIA y/o FcyRIIA con una mayor afinidad que un polipéptido comparable que
comprende una region Fc de tipo salvaje se une a FcyRIIIA y/o FcyRIIA y adicionalmente a la capacidad de la
proteina de fusion mutante Fc para unirse a FcyRIIB con una afinidad mas baja que un polipéptido comparable que
comprende una region Fc de tipo salvaje se une a FcyRIIB. Un experto en la materia apreciara que los métodos
pueden usarse para identificar y seleccionar cualquier mutacion en las regiones Fc de moléculas, con cualquier
caracteristica de union deseada.

Las células de levadura que muestran las proteinas de fusion de Fc mutantes pueden ser seleccionadas vy
caracterizadas por cualquier ensayo bioquimico o inmunolégico conocido por los expertos en la técnica para evaluar
las interacciones de union.

Preferentemente, se utiliza la clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS), usando cualquiera de las
técnicas conocidas por los expertos en la técnica, para cribar las proteinas de fusién mutantes de Fc mostradas en
la superficie de la célula de levadura para unir FcyRIIIA, preferiblemente FcyRIIIA complejo tetramérico, u
opcionalmente FcyRIIB. Los clasificadores de flujo son capaces de examinar rapidamente un gran niumero de células
individuales que contienen insertos de biblioteca (por ejemplo, 10-100 millones de células por hora) (Shapiro et al.,
Practical Flow Cytometry, 1995). Ademas, se pueden variar los parametros especificos utilizados para la
optimizacion que incluyen, pero no se limitan a, concentracion de ligando (es decir, complejo tetractrico FcyRIIIA),
tiempo de competicion cinética o rigurosidad FACS para seleccionar las células que muestran proteinas de fusion Fc
con propiedades de union especificas, por ejemplo, una mayor afinidad para FcyRIIIA en comparacién con un
polipéptido comparable que comprende una region Fc de tipo salvaje. Los citometros de flujo para clasificar y
examinar células biolégicas son bien conocidos en la técnica. Citémetros de flujo conocidos se describen, por
ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 4,347,935; 5,464,581; 5,483,469; 5,602,039; 5,643,796; y
6,211,477.

Otros citémetros de flujo conocidos son el sistema FACS Vantage™ fabricado por Becton Dickinson and Company y
el sistema COPAS™ fabricado por Union Biometrica.

Las células de levadura pueden analizarse por clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS). En los
casos mas preferidos, el analisis FACS de las células de levadura se realiza de una manera iterativa, al menos dos
veces, al menos tres veces, o al menos 5 veces. Entre cada ronda de seleccion, las células se vuelven a generar y
se inducen de modo que las regiones Fc se muestran en el numero maximo de superficies de células de levadura. A
pesar de no pretender estar limitado por un modo de accion particular, este proceso iterativo ayuda a enriquecer la
poblacién de las células con un fenotipo particular, por ejemplo, alta unién a FcyRIIIA.

En algunos casos, el cribado para las variantes Fc de la invencién comprende un proceso de seleccion que tiene
multiples rondas de cribado, por ejemplo, al menos dos rondas de cribado. En una realizacion, el cribado para las
variantes de Fc que tienen una afinidad mejorada para FcyRIIIA puede comprender las siguientes etapas: en la
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primera ronda de cribado, una biblioteca de células de levadura, por ejemplo, una biblioteca ingenua de 107 células
es enriquecida por FACS, preferiblemente de una manera iterativa, usando por ejemplo FcyRIIIA tetramérico
marcado para seleccionar variantes de Fc que tienen una afinidad mejorada para FcyRIIIA; la regiéon Fc variante que
se selecciona con el fenotipo deseado, por ejemplo, unidon mejorada a FcyRIIIA, se introduce a continuacion en un
anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo 4-4-20, y el anticuerpo manipulado se ensaya usando un tamiz secundario,
por ejemplo , ELISA para la union a un FcyR. En la segunda ronda de cribado, se puede generar una Unica biblioteca
de mutacion basada en la primera criba, de manera que la region Fc alberga la variante que muestra la afinidad
mejorada para FcyRIIIA; y enriquecido por FACS utilizando, por ejemplo, FcyRIIA monomérico marcado tanto en la
presencia como en ausencia de receptor no marcado; y la region Fc variante se introduce entonces en un
anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo 4-4-20, y el anticuerpo manipulado se ensaya usando una criba secundaria,
por ejemplo, ELISA para la unién a un FcyR. En algunas realizaciones, la criba secundaria puede comprender
ademas la caracterizacion de los anticuerpos que comprenden variantes Fc en un ensayo basado en ADCC o
BlAcore utilizando métodos divulgados en el presente documento

La divulgacion proporciona el cribado FACS de la biblioteca de levadura mutante bajo condiciones de equilibrio o
cinética. Cuando se realiza el cribado en condiciones de equilibrio, se incuba un exceso de la biblioteca de levaduras
que contiene mutantes Fc con FcyRIIIA, preferiblemente se marca FcyRIIIA a una concentracion de 5-10 veces por
debajo del Kd, durante al menos una hora para permitir la unién de Fc mutantes a FcyRIIIA bajo condiciones de
equilibrio. Cuando el cribado se realiza bajo condiciones cinéticas, la biblioteca de levadura mutante se incuba con
FcyRIIA marcado; las células se incuban a continuacion con FcyRIIIA equimolar no marcado durante un tiempo
preseleccionado, y el FcyRIIIA unido se monitoriza continuacion.

Un método de ejemplo para analizar las células de levadura que expresan proteinas de fusion de Fc mutantes con
FACS esta conteniendo las células con complejo FcyRIIIA tetramérico que ha sido marcado con un marcador
fluorescente tal como PE y un anticuerpo anti-Fc, tal como F(ab), anti-Fc que ha sido marcado con fluorescencia.
Las mediciones de fluorescencia de una biblioteca de levaduras producida de acuerdo con los métodos de la
invencion implican preferentemente comparaciones con controles; por ejemplo, células de levadura que carecen de
las moléculas codificadoras de inserto que comprenden una region Fc (control negativo). El clasificador de flujo tiene
la capacidad no soélo de medir sefiales de fluorescencia en las células a una velocidad rapida, sino también de
recoger células que tienen propiedades fluorescentes especificadas. Esta caracteristica se puede emplear para
enriquecer la poblacién inicial de la biblioteca para las células que expresan proteinas de fusiéon Fc con
caracteristicas de union especificas, por ejemplo, mayor afinidad para FcyRIIIA en comparacion con un polipéptido
comparable que comprende una regidon Fc de tipo salvaje. En algunos casos, las células de levadura se analizan
mediante FACS y se establecen portales de clasificacion para seleccionar células que muestran la mayor afinidad
por FcyRIIIA en relacién con la cantidad de expresion de Fc en la superficie de la célula de levadura. Pueden
establecerse cuatro tipos consecutivos, en los que los portales para cada tipo sucesivo son 5.5%, 1%, 0.2% y 0.1%.
Se prefiere que la biblioteca de despliegue en levadurass formada de acuerdo con los métodos de la invencioén sea
sobremuestreada por lo menos 10 veces para mejorar la probabilidad de aislar clones raros (por ejemplo, analizar
~108 células de una biblioteca de 107 clones). Alternativamente, se establecen tipos 2-5 para seleccionar células del
fenotipo deseado. Los portales de clasificacion pueden establecerse empiricamente por un experto en la técnica.

En otros casos, las proteinas de fusion de Fc mutantes exhibidas en la superficie de la célula de levadura se tamizan
usando ensayos basados en fase sdlida, por ejemplo ensayos usando perlas magnéticas, por ejemplo,
suministrados por Dynal, preferiblemente de una manera elevada a través de la unién a un FcyR, por ejemplo,
FcyRIIA. En un caso, se pueden usar ensayos de perlas magnéticas para identificar mutantes con afinidad mejorada
para FcyRIIIA y/o afinidad reducida para FcyRIIB. Un ensayo de ejemplo para identificar mutantes con afinidad
mejorada para FcyRIIIA y afinidad reducida para FcyRIIB puede comprender la seleccion de mutantes mediante una
disminucion secuencial de fase soélida usando perlas magnéticas recubiertas con FcyRIIB seguido por seleccion con
perlas magnéticas recubiertas con FcyRIIIA. Por ejemplo, un ensayo puede comprender las siguientes etapas:
incubar la biblioteca de células de levadura generadas de acuerdo con los métodos de la invencién con perlas
magnéticas recubiertas con FcyRIIB; separar las células de levadura unidas a perlas de la fraccion no unida
mediante la colocacion de la mezcla en un campo magnético, la eliminaciéon de las células de levadura no unidas y
su colocacion en un medio fresco; unir las células de levadura a perlas recubiertas con FcyRIIIA, separar las células
de levadura unidas a perlas de la fraccion no unida mediante la colocacion de la mezcla en un campo magnético, la
eliminacién de las células de levadura no unidas; eliminacion de las células unidas por vortice riguroso; cultivar las
células recuperadas en medios que contienen glucosa; reinducciéon en medios selectivos que contienen galactosa. El
proceso de seleccidon se repite al menos una vez. Los insertos que contienen el dominio Fc se amplifican a
continuacion usando metodologias comunes conocidas en la técnica, por ejemplo PCR, y se introducen en un
anticuerpo por métodos ya descritos para una caracterizacion adicional.

En un caso alternativo, se utiliza un sistema sin base de levadura para caracterizar las propiedades de unién de las
moléculas de la invencion. Un sistema de ejemplo para caracterizar las moléculas de la invencién comprende un
vector de expresion de mamifero que contiene la cadena pesada del anticuerpo monoclonal anti-fluoresceina 4-4-20,
en el que se clonan los acidos nucleicos que codifican las moléculas de la invencion con regiones Fc variantes. El
clon recombinante resultante se expresa en una linea de células huésped de mamifero (es decir, linea de células de
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rindn humano 293H), y la inmunoglobulina recombinante resultante se analiza para su unién a FcyR usando
cualquier ensayo estandar conocido por los expertos en la técnica, incluyendo pero no limitado A ELISA y FACS.

Las moléculas de la presente invencion (por ejemplo, anticuerpos, proteinas de fusion, moléculas conjugadas)
pueden caracterizarse de diversas maneras. En particular, las moléculas de la invencion que comprenden regiones
Fc modificadas pueden ser ensayadas en cuanto a la capacidad de unirse inmunoespecificamente a un ligando, por
ejemplo, complejo tetramérico FcyRIIIA. Tal ensayo puede realizarse en solucion (por ejemplo, Houghten,
Bio/Techniques, 13: 412-421, 1992), sobre perlas (Lam, Nature, 354: 82-84, 1991), en chips (Fodor, Nature, 364:
555-556, 1993) sobre bacterias (Patente de los Estados Unidos No. 5,223,409), sobre esporas (Patentes de los
Estados Unidos No. 5,571,698, 5,403,484 y 5,223,409) sobre plasmidos (Cull et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:
1865-1869, 1992) o en fagos (Scott and Smith, Science, 249: 386-390, 1990, Devlin, Science, 249: 404-406, 1990;
Cwirla et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87: 6378-6382, 1990, y Felici, J. Mol. Biol., 222: 301-310, 1991).

Las moléculas que se han identificado para unirse inmunoespecificamente a un ligando, por ejemplo, FcyRIIIA,
pueden ser ensayadas para determinar su especificidad y afinidad para el ligando.

Las moléculas de la invenciéon que han sido modificadas genéticamente para comprender regiones Fc modificadas
(por ejemplo, anticuerpos terapéuticos) o que han sido identificadas en el sistema de despliegue en levaduras para
que tengan el fenotipo deseado (véase la Seccidon 5.1) pueden ensayarse para la union inmunoespecifica a un
antigeno (por ejemplo, antigeno de cancer y reactividad cruzada con otros antigenos (por ejemplo, FcyR) por
cualquier método conocido en la técnica. Los inmunoensayos que pueden usarse para analizar la unidn
inmunoespecifica y la reactividad cruzada incluyen, pero no se limitan a, competitivos y no competitivos utilizando
técnicas tales como transferencias de western, radioinmunoensayos, ELISA (ensayo de inmunoabsorcion
enzimatica), inmunoensayos "sandwich", ensayos de inmunoprecipitacion, reacciones de precipitina, reacciones de
precipitacion con difusion en gel, ensayos de inmunodifusion, ensayos de aglutinacion, ensayos de fijacion del
complemento, ensayos inmunorradiométricos, inmunoensayos fluorescentes, inmunoensayos de proteina A, por
nombrar solo algunos. Tales ensayos son rutinarios y bien conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel et
al., eds, 1994, Current Protocols in Molecular Biology, vol. 1, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York).

La afinidad de union de las moléculas de la presente invencién que comprende regiones Fc modificadas a un
ligando, por ejemplo, el complejo tetramérico FcyR y la velocidad de desviacion de la interaccion se puede
determinar mediante ensayos de unién competitiva. Un ejemplo de un ensayo de unién competitiva es un
radioinmunoensayo que comprende la incubacion de un ligando marcado, tal como FcyR tetramérico (por ejemplo,
3H o ') con una molécula de interés (por ejemplo, moléculas de la presente invencion que comprenden regiones
Fc modificadas) en presencia de cantidades crecientes de ligando no marcado, tal como FcyR tetramérico, y la
deteccion de la molécula unida al ligando marcado. La afinidad de la molécula de la presente invencion para el
ligando y las velocidades de liberacion de union se puede determinar a partir de los datos de saturacién mediante
analisis de Scatchard.

En un caso, el analisis cinético de BlAcore se usa para determinar las velocidades de unidon y de desconexion de
moléculas de la presente invencion a un ligando tal como FcyR. El andlisis cinético de BIAcore comprende analizar
la union y disociacion de un ligando de virutas con moléculas inmovilizadas (por ejemplo, moléculas que
comprenden regiones Fc modificadas) en su superficie.

5.2.6 Secuenciacion de mutantes

Cualquiera de una variedad de reacciones de secuenciacion conocidas en la técnica puede usarse para secuenciar
directamente las moléculas de la invencién que comprenden regiones variantes Fc. Ejemplos de reacciones de
secuenciacion incluyen aquellas basadas en técnicas desarrolladas por Maxim and Gilbert (Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 74: 560, 1977) o Sanger (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463, 1977). También se contempla que puede
utilizarse cualquiera de una variedad de procedimientos de secuenciacion automatizados (Bio/Techniques, 19: 448,
1995), incluyendo la secuenciacion mediante espectrometria de masas (véase, por ejemplo, la Publicacion PCT No.
WO 94/16101, Cohen et al , Adv. Chromatogr., 36: 127-162, 1996, y Griffin et al., Appl. Biochem. Biotechnol., 38:
147-159, 1993).

5.2.7 Ensayos funcionales de moléculas con regiones Fc variantes

Las moléculas de la invencion (por ejemplo, un anticuerpo que comprende una region Fc variante identificada por la
tecnologia de despliegue en levaduras descrita anteriormente o anticuerpos monoclonales terapéuticos disefiados
de acuerdo con la invencion) se pueden caracterizar usando ensayos conocidos por los expertos en la técnica para
identificar la funcién de la célula efectora de las moléculas. En particular, las moléculas de la invencién pueden
caracterizarse para la funcién de células efectoras mediadas por FcyR. Ejemplos de funciones de células efectoras
que pueden ser ensayadas incluyen, pero no se limitan a, citotoxicidad mediada por células dependientes de
anticuerpos, fagocitosis, opsonizacion, opsonofagocitosis, unién a C1q y citotoxicidad mediada por células
dependientes del complemento. Se puede usar cualquier ensayo celular o sin células conocido por los expertos en la
técnica para determinar la actividad de la funcién de las células efectoras (para ensayos de células efectoras, véase
Perussia et al., 2000, Methods Mol. Biol. 121: 179-92; Baggiolini et al., 1998 Experientia, 44(10): 841-8, Lehmann et
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al., 2000 J. Immunol. Methods, 243 (1-2): 229-42, Brown EJ. 1994, Methods Cell Biol., 45: 147-64, Munn et al., 1990
J. Exp. Med., 172: 231-237, Abdul-Majid et al., 2002 Scand. J. Immunol., 55: 70-81, Ding et al., 1998, Immunity 8:
403-411).

Las moléculas de la invencion se pueden ensayar para la fagocitosis mediada por FcyR en monocitos humanos.
Alternativamente, la fagocitosis mediada por FcyR de las moléculas de la invencion puede ensayarse en otros
fagocitos, por ejemplo, neutréfilos (leucocitos polimorfonucleares; PMN); monocitos de sangre periférica humana,
macrofagos derivados de monocitos, que pueden obtenerse usando procedimientos estandar conocidos por los
expertos en la técnica (por ejemplo, véase Brown EJ., 1994, Methods Cell Biol., 45: 147-164).

La funcion de las moléculas de la invencion puede caracterizarse por la medicién de la capacidad de las células
THP-1 para fagocitar los glébulos rojos ovinos opsonizados con IgG fluoresceinados (SRBC) mediante
procedimientos descritos previamente (Tridandapani et al., 2000, J. Biol. Chem. 275: 20480-7). Por ejemplo, un
ensayo de ejemplo para medir la fagocitosis de las moléculas de la invencién que comprende regiones Fc variantes
con afinidades mejoradas para FcyRIIIA, comprende: tratar células THP-1 con una molécula de la invencién o con un
anticuerpo de control que no se una a FcyRIIIA, comparando los niveles de actividad de dichas células, donde una
diferencia en las actividades de las células (por ejemplo, la actividad de rosado (el numero de células THP-1 que
unen SRBC recubierto con 1gG), la actividad de adherencia (el nimero total de SRBC unido a células THP-1) y
velocidad fagocitica) indicaria la funcionalidad de la molécula de la invencidon. Un experto en la técnica puede
apreciar que este ensayo de ejemplo puede usarse para analizar cualquiera de las moléculas identificadas mediante
los métodos descritos.

Otro ensayo de ejemplo para determinar la fagocitosis de las moléculas de la invencion es un ensayo de
opsonofagocitosis dependiente de anticuerpo (ADCP) que puede comprender lo siguiente: revestir una bioparticula
diana tal como FITC (Molecular Probes) marcado con Escherichia coli o Staphylococcus aureus-FITC con (i)
anticuerpo 4-4-20 de tipo salvaje, un anticuerpo contra la fluoresceina (véase Bedzyk et al., 1989, J. Biol. Chem,
264(3): 1565-1569), como el anticuerpo de control para ADCP dependiente de FcyR; o (ii) un anticuerpo 4-4-20 que
alberga la mutacion D265A que elimina la unién a FcyRIIl, como control de fondo para las regiones FcyR variantes
de ADCP (iii) las regiones Fc de la variante que llevan el anticuerpo 4-4-20 identificadas por los métodos descritos y
producidos como se ejemplifica en el Ejemplo 6.6; y formar la particula opsonizada; la adiciéon de cualquiera de las
particulas opsonizadas descritas (i-iii) a células efectoras de THP-1 (una linea celular monocitica disponible de
ATCC) en una relacién de 60:1 para permitir la fagocitosis mediada por FcyR; preferiblemente incubando las células
y E. coli-FITC/anticuerpo a 37°C durante 1.5 horas; afiadir azul de tripano después de la incubacion (preferiblemente
a temperatura ambiente durante 2-3 minutos) a las células para extinguir la fluorescencia de las bacterias que se
adhieren al exterior de la superficie celular sin ser internalizadas; transferir células a un regulador FACS (por
ejemplo, 0.1%, BSA en PBS, 0.1%, azida de sodio), analizar la fluorescencia de las células THP1 usando FACS (por
ejemplo, BD FACS Calibur). Preferiblemente, las células THP-1 utilizadas en el ensayo se analizan mediante FACS
para la expresion de FcyR en la superficie celular. Las células THP-1 expresan CD32A y CD64. CD64 es un FcyR de
alta afinidad que se bloquea en la realizacion del ensayo ADCP de acuerdo con los métodos de la invencion. Las
células THP-1 se bloquean preferiblemente con 100 ug/mL de IgG1 soluble o suero humano al 10%. Para analizar el
grado de ADCP, el portal se fija preferiblemente en células THP-1 y se mide la intensidad mediana de fluorescencia.
La actividad de ADCP para mutantes individuales se calcula y se informa como un valor normalizado para el tipo
salvaje chMab 4-4-20 obtenido. Las particulas opsonizadas se afiaden a células THP-1 de tal manera que la relacion
de las particulas opsonizadas a las células THP-1 es de 30:1 o0 60:1. En las realizaciones mas preferidas, el ensayo
de ADCP se lleva a cabo con controles, tales como E. coli-FITC en medio, E. coli-FITC y células THP-1 (para servir
como actividad de ADCP independiente de FcyR), E. coli-FITC, células THP-1 y anticuerpo 4-4-20 de tipo salvaje
(para servir como actividad ADCP dependiente de FcyR), células E coli-FITC, células THP-1, 4-4-20 D265A (para
servir como control de fondo para la actividad de ADCP dependiente de FcyR).

Las moléculas de la invencidon se pueden ensayar para la actividad de ADCC mediada por FcyR en células
efectoras, por ejemplo, células asesinas naturales, usando cualquiera de los métodos estandar conocidos por los
expertos en la técnica (véase, por ejemplo, Perussia et al., 2000, Methods Mol. Biol. 121: 179-92). Un ensayo de
ejemplo para determinar la actividad ADCC de las moléculas de la invencidn se basa en un ensayo de liberacion de
51Cr que comprende: marcar las células diana con [*'Cr] Na,CrO, (esta molécula permeable a la membrana celular
se usa comunmente para el marcaje ya que se une a proteinas citoplasmicas y aunque se libera espontaneamente
de las células con cinética lenta, se libera masivamente después de la necrosis de células diana); osponizar las
células diana con las moléculas de la invencién que comprenden regiones Fc variantes; combinar las células diana
radiomarcadas opsonizadas con células efectoras en una placa de microtitulacion a una proporcién apropiada de
células diana a células efectoras; incubar la mezcla de células durante 16-18 horas a 37°C; recoleccion de
sobrenadantes; y el analisis de la radioactividad. La citotoxicidad de las moléculas de la invencion puede entonces
determinarse, por ejemplo utilizando la siguiente formula: % lisis = (cpm experimental - com de pérdida objetivo)/(lisis
de detergente cpm - cpm de pérdida objetivo) x 100%. Alternativamente, % de lisis = (ADCC-AICC)/(liberacion
maxima-liberacion espontanea). La lisis especifica se puede calcular usando la formula: lisis especifica = % lisis con
las moléculas de la invencién - % lisis en ausencia de las moléculas de la invencion. Se puede generar un grafico
variando la relacion objetivo: célula efectora o concentracion de anticuerpo.
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Las moléculas de la invencién pueden ser: caracterizadas por la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) véase, por ejemplo, Ding et al., Immunity, 1998, 8: 403-11.

Preferiblemente, las células efectoras usadas en los ensayos de ADCC son células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) que se purifican preferiblemente a partir de sangre humana normal, usando métodos estandar
conocidos por un experto en la técnica, por ejemplo, usando centrifugacion de gradiente de densidad Ficoll-Paque.
Las células efectoras preferidas para su uso en los métodos de la invencion expresan diferentes receptores de
activacion de FcyR. Se describen células efectoras, THP-1, que expresan FcyRlI, FcyRIIA y FcyRIIB, y macrofagos
primarios derivados de monocitos derivados de sangre humana total que expresan tanto FcyRIIIA como FcyRIIB,
para determinar si los mutantes de anticuerpo Fc muestran un aumento de actividad ADCC vy fagocitosis con
respecto a anticuerpos IgGl de tipo salvaje.

La linea celular de monocitos humanos, THP-1, activa la fagocitosis mediante la expresion del receptor de alta
afinidad FcyRI y el receptor de baja afinidad FcyRIIA (Fleit et al., 1991, J. Leuk. Biol. 49: 556). Las células THP-1 no
expresan constitutivamente FcyRIIA o FcyRIIB. La estimulacion de estas células con citoquinas efectua el patron de
expresion de FcR (Pricop et al., 2000 J. Immunol., 166: 531-7). El crecimiento de células THP-1 en presencia de la
citoquina IL4 induce la expresion de FcyRIIB y provoca una reduccion en la expresion de FcyRIIA y FcyRI. La
expresion de FcyRIIB también puede potenciarse por el aumento de la densidad celular (Tridandapani et al., 2002, J.
Biol Chem. 277: 5082-9). Por el contrario, se ha informado de que IFNy puede conducir a la expresion de FcyRIIIA
(Pearse et al., 1993 PNAS USA 90: 4314-8). La presencia o ausencia de receptores en la superficie celular puede
determinarse mediante FACS usando métodos comunes conocidos por los expertos en la técnica. La citoquina
inducida por la expresion de FcyR en la superficie de la célula proporciona un sistema para probar tanto la activacion
y la inhibiciéon en presencia de FcyRIIB. Si las células THP-1 son incapaces de expresar el FcyRIIB, la invencion
también abarca otra linea celular de monocitos humanos, U937. Se ha demostrado que estas células se diferencian
terminalmente en macréfagos en presencia de IFNy y TNF (Koren et al., 1979, Nature 279: 328-331).

La muerte de células tumorales dependientes de FCyR esta mediada por células de macréfagos y NK en modelos de
tumores de ratén (Clynes et al., 1998, PNAS USA 95: 652-656).

Los monocitos elutirados de donantes pueden usarse como células efectoras para analizar el rendimiento de los
mutantes Fc para activar la citotoxicidad celular de las células diana en los ensayos tanto de fagocitosis como de
ADCC. Los patrones de expresion de FcyRI, FcyRIIIA y FcyRIIB se ven afectados por diferentes condiciones de
crecimiento. La expresion de FcyR de monocitos elutriados congelados, monocitos elutriados frescos, monocitos
mantenidos en FBS al 10% y monocitos cultivados en FBS + GM-CSF y/o en suero humano puede determinarse
usando métodos comunes conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las células se pueden tefir con
anticuerpos FcyR especificos y analizar por FACS para determinar perfiles FcR. Las condiciones que mejor imitan
macrofagos in vivo FcyR expresion se utiliza entonces para los métodos.

En algunos métodos pueden usarse células de ratén, especialmente cuando no se pueden obtener células humanas
con perfiles FcyR adecuados. En algunos casos, la invencion abarca la linea celular de macrofagos de ratdon
RAW264.7 (ATCC), que puede transfectarse con FcyRIIIA humano y transfectantes estables aislados usando
métodos conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, Ralph et al., J. Immunol . 119: 950-4). Los transfectantes se
pueden cuantificar para la expresion de FcyRIIIA mediante analisis FACS usando experimentacion rutinaria y se
pueden usar expresores altos en los ensayos ADCC de la invencion. En otros casos, se puede realizar el
aislamiento de macrofagos peritoneales del bazo que expresan FcyR humano de ratones transgénicos con supresion
genética tales como los descritos aqui.

Los linfocitos pueden recolectarse a partir de sangre periférica de donantes (PBM) usando un gradiente de Ficoll-
Paque (Pharmacia). Dentro de la poblacion mononuclear aislada de células, la mayor parte de la actividad de ADCC
ocurre a través de las células asesinas naturales (NK) que contienen FcyRIIIA pero no FyRIIB en su superficie. Los
resultados con estas células indican la eficacia de los mutantes en el desencadenamiento de ADCC de células NK'y
establecen los reactivos para ensayar con monocitos elutriados.

Las células diana utilizadas en los ensayos ADCC incluyen, pero no se limitan a, lineas celulares de cancer de
mama, por ejemplo, SK-BR-3 con el nimero de acceso ATCC HTB-30 (véase, por ejemplo, Tremp et al., 1976,
Cancer Res. 33-41); linfocitos B; células derivadas de linfoma de Burkitt, por ejemplo células Raji con el nimero de
acceso ATCC CCL-86 (véase, por ejemplo, Epstein et al., 1965, J. Natl. Cancer Inst. 34: 231-240) y células Daudi
con numero de acceso ATCC CCL-213 (véase, por ejemplo, Klein et al., 1968, Cancer Res. 28: 1300-10). Las
células diana deben ser reconocidas por el sitio de unién al antigeno de la inmunoglobulina que se va a ensayar.

El ensayo ADCC se basa en la capacidad de las células NK para mediar la muerte celular a través de una via
apoptotica. Las células NK median la muerte celular en parte por el reconocimiento de FcyRIIIA de IgG unido a un
antigeno en una superficie celular. Los ensayos ADCC utilizados pueden ser ensayos basados en radioactividad o
ensayos basados en fluorescencia. El ensayo ADCC usado para caracterizar las moléculas de la invenciéon que
comprende regiones Fc variantes comprende marcar células diana, por ejemplo, células SK-BR-3, MCF-7, OVCARS3,
Raji, Daudi, opsonizar células diana con un anticuerpo que reconoce una superficie celular receptor en la célula
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diana a través de su sitio de union al antigeno; combinar las células diana opsonizadas marcadas y las células
efectoras en una proporcion apropiada, que puede determinarse mediante experimentacion rutinaria; recoleccion de
las células; detectar la etiqueta en el sobrenadante de las células diana lisadas, usando un esquema de deteccién
apropiado basado en la etiqueta utilizada. Las células diana se pueden marcar bien con un marcador radioactivo o
bien con un marcador fluorescente, utilizando métodos estandar conocidos en la técnica. Por ejemplo, las etiquetas
incluyen, pero no se limitan a, [3'Cr] Na,CrOy4; y el éster acetoximetil del ligando potenciador de fluorescencia, 2,2":
6',2"-terpiridina-6-6'- dicarboxilato (TDA).

Se puede usar un ensayo fluorimétrico resuelto en el tiempo para medir la actividad de ADCC frente a células diana
que han sido marcadas con el éster acetoximetil del ligando que mejora la fluorescencia 2,2":6',2"-terpiridina-6-6"-
dicarboxilato (TDA). Tales ensayos fluorimétricos son conocidos en la técnica, por ejemplo, véase Blomberg et al.,
1996, Journal of Immunological Methods, 193: 199-206.

En resumen, las células diana se marcan con el diéster de acetoximetilo permeable a la membrana de TDA
(bis(acetoximetil) 2,2":6',2"-terpiridina-6-6"-dicarboxilato, (BATDA), que difunde rapidamente a través de la membrana
celular de las células viables. Las esterasas intracelulares se separan de los grupos éster y la molécula TDA
impermeable a la membrana regenerada queda atrapada dentro de la célula. Después de la incubacion de las
células efectoras y diana, por ejemplo durante al menos dos horas hasta 3.5 horas a 37°C, con menos de 5% de
CO,, la TDA liberada de las células diana lisadas esta quelatada con Eu3+ y la fluorescencia de los quelatos de
Europio-TDA formados se cuantifica en un fluorémetro resuelto en el tiempo (por ejemplo, Victor 1420, Perkin
Elmer/Wallac).

El ensayo ADCC usado para caracterizar las moléculas de la invencion que comprende regiones Fc variantes puede
comprender las siguientes etapas: Preferiblemente, se marcan 4-5x10° células diana (por ejemplo, SK-BR-3, MCF-7,
OVCARS, células Raji) bis(acetoximetil)2,2":6',2"-terpiridina-t-6"- dicarboxilato (Reactivo DELFIA BATDA, Perkin
Elmer/Wallac). Para una eficacia de etiquetado 6ptima, el nimero de células diana usadas en el ensayo de ADCC
preferiblemente no debe exceder de 5x108. El reactivo BATDA se afiade a las células y la mezcla se incuba a 37°C
preferiblemente bajo CO- al 5% durante al menos 30 minutos. Las células se lavan a continuacion con un regulador
fisioldgico, por ejemplo, PBS con sulfinpirazol 0.125 mM y medio que contiene 0.125 mM de sulfinpirazol. Las células
diana marcadas se opsonizan después (recubiertas) con una molécula de la invencion que comprende una region Fc
variante, es decir, una inmunoglobulina que comprende una regién Fc variante de la invencioén, que incluye, pero no
se limita a, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo biespecifico, un anticuerpo
multiespecifico, un anticuerpo humanizado o un anticuerpo quimérico. En realizaciones preferidas, la
inmunoglobulina que comprende una regiéon Fc variante utilizada en el ensayo de ADCC es especifica para un
receptor de superficie celular, un antigeno tumoral o un antigeno de cancer. La inmunoglobulina en la que se
introduce una variante de la region Fc de la invencion puede unirse especificamente a cualquier cancer o antigeno
tumoral, tales como los enumerados en la seccion 5.4. Ademas, la inmunoglobulina en la que se introduce una
region Fc variante de la invencion puede ser cualquier anticuerpo terapéutico especifico para un antigeno de cancer,
tal como los enumerados en la seccidon 5.4. En algunos casos, la inmunoglobulina que comprende una region Fc
variante utilizada en el ensayo ADCC es un anticuerpo monoclonal anti-fluoresceina, 4-4-20 (Kranz et al., 1982 J.
Biol. Chem. 257(12): 6987-6995) un anticuerpo monoclonal anti-CD20 quimérico ratén-humano 2H7 (Liu et al., 1987,
Journal of Immunology, 139: 3521-6); o un anticuerpo humanizado (Ab4D5) contra el receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (p185 HER2) (Carter et al (1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285-9). Las
células diana en el ensayo ADCC se eligen de acuerdo con la inmunoglobulina en la que se ha introducido una
region Fc variante de la invencion de manera que la inmunoglobulina se une especificamente a un receptor de
superficie celular de la célula diana. Preferentemente, los ensayos ADCC de la invencion se realizan usando mas de
un anticuerpo modificado, por ejemplo, anti-Her2/neu, 4-4-20, 2B6, Rituxan y 2H7, que albergan las variantes de Fc
de la invencioén. En algunos casos, las variantes Fc de la invencion se introducen en al menos 3 anticuerpos y se
ensayan sus actividades ADCC. Aunque no se pretende limitarse a un mecanismo de accién particular, examinar al
menos 3 anticuerpos en estos ensayos funcionales disminuird la probabilidad de eliminar errébneamente una
mutacion Fc viable.

Las células diana opsonizadas se afiaden a células efectoras, por ejemplo, PBMC, para producir relaciones efector:
objetivo de aproximadamente 50:1, 75:1 o 100:1. En una realizacion especifica, cuando la inmunoglobulina que
comprende una region Fc variante tiene el dominio variable de 4-4-20, el efector: objetivo es 75:1. Las células
efectoras y diana se incuban durante al menos dos horas, hasta 3.5 horas, a 37°C, bajo 5% de CO,. Los
sobrenadantes de células se recogen y se afiaden a una solucién acida de europio (por ejemplo, Solucién de
Europio DELFIA, Perkin Elmer/Wallac). La fluorescencia de los quelatos de Europio-TDA formados se cuantifica en
un fluorémetro resuelto en el tiempo (por ejemplo, Victor 1420, Perkin EImer/Wallac). La liberaciéon maxima (MR) y la
liberacion espontanea (SR) se determinan por incubacion de células diana con 1% de TX-100 y solo medio
respectivamente. La citotoxicidad celular independiente de anticuerpos (AICC) se mide por incubacién de células
diana y efectoras en ausencia de anticuerpo. Cada ensayo se realiza preferiblemente por triplicado. El porcentaje
medio de lisis especifica se calcula como: Liberacion experimental (ADCC)-AICC)/(MR-SR) x 100.

Las variantes Fc pueden caracterizarse tanto en los ensayos de ADCC dependientes de NK como dependientes de
macrofagos. Las variantes de Fc de la invencion tienen fenotipos alterados tales como una funciéon efectora alterada
como se ensaya en un ensayo dependiente de NK o dependiente de macrofagos.
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Los ensayos conocidos en la técnica y ejemplificados en el presente documento pueden usarse para unir C1q y
mediar la citotoxicidad dependiente del complemento (CDC). Para determinar la unién C1qg. se puede realizar un
ELISA de unién a C1qg. Un ensayo de ejemplo puede comprender lo siguiente: las placas de ensayo pueden
recubrirse durante la noche a 4°C con una variante de polipéptido o polipéptido de partida (control) en regulador de
recubrimiento. Las placas pueden entonces lavarse y bloquearse. Después del lavado, se puede afadir una alicuota
de C1g humano a cada pozo y se incuba durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de un lavado adicional,
se pueden afiadir 100 pL de un anticuerpo conjugado con peroxidasa C1q anticomplemento de oveja a cada pozo y
se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente. La placa se puede lavar de nuevo con regulador de lavado y se
pueden afadir 100 pl de regulador sustrato que contiene OPD (diclorhidrato de O-fenilendiamina (Sigma)) a cada
pozo. La reaccion de oxidacion, observada por la aparicion de un color amarillo, se puede dejar proceder durante 30
minutos y se detiene mediante la adicion de 100 yl de NH,SO4 4.5. La absorbancia puede entonces leerse a (492-
405) nm.

Una variante preferida de acuerdo con la invencion es aquella que muestra una reduccion significativa en la union
C1q, tal como se detecta y mide en este ensayo o en un ensayo similar. Preferiblemente, la molécula que
comprende una variante Fc muestra una reduccién de aproximadamente 50 veces, aproximadamente 60 veces,
aproximadamente 80 veces, o aproximadamente 90 veces la reduccién en la unién C1q en comparacién con un
anticuerpo control que tiene una region Fc IgG1 no mutada. En la realizacion mas preferida, la molécula que
comprende una variante Fc no se une a C1q, es decir, la variante muestra una reduccién de aproximadamente 100
veces 0 mas en la unién C1q en comparacion con el anticuerpo control.

Otra variante de ejemplo es aquella que tiene una mejor afinidad de union para C1g humana que la molécula que
comprende la region Fc de tipo salvaje. Dicha molécula puede presentar, por ejemplo, una mejora de
aproximadamente dos veces o mas, y de manera preferible aproximadamente cinco veces o mas, en la unién de
C1g humana en comparacion con la molécula de origen que comprende la region Fc de tipo salvaje. Por ejemplo, la
union C1q humana puede ser de aproximadamente dos veces a aproximadamente 500 veces, y preferiblemente de
aproximadamente dos veces o de aproximadamente cinco veces a aproximadamente 1000 veces mejorada en
comparacioén con la molécula que comprende la regién Fc de tipo salvaje.

Para evaluar la activacion del complemento, puede realizarse un ensayo de citotoxicidad dependiente del
complemento (CDC), por ejemplo como se describe en Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Métodos 202:163
(1996). En resumen, diversas concentraciones de la molécula que comprende una region Fc variante y complemento
humano se pueden diluir con regulador. Las células que expresan el antigeno al que se une la molécula que
comprende una region Fc variante pueden diluirse a una densidad de aproximadamente 1x10° células/ml. Pueden
afiadirse mezclas de la molécula que comprende una regién Fc variante, un complemento humano diluido y células
que expresan el antigeno a una placa de 96 pozos de cultivo de tejidos de fondo plano y se deja incubar durante 2
horas a 37°C y 5% de CO; para facilitar la lisis celular mediada por el complemento. A continuacién se pueden
afiadir 50 pL de azul alamar (Accumed International) a cada pozo y se incuba durante la noche a 37°C. La
absorbancia se mide usando un fluorémetro de 96 pozos con excitacién a 530 nm y emision a 590 nm. Los
resultados pueden expresarse en unidades de fluorescencia relativa (RFU). Las concentraciones de la muestra se
pueden calcular a partir de una curva estandar y el porcentaje de actividad en comparacion con la molécula no
variable, es decir, una molécula que comprende la region Fc de tipo salvaje para la variante de interés.

En algunas realizaciones, una variante de Fc de la invencion no activa el complemento. Preferiblemente, la variante
no parece tener ninguna actividad de CDC en el ensayo de CDC anterior. La invencion también se refiere a una
variante con CDC mejorado en comparacion con una molécula parental (una molécula que comprende la region Fc
de tipo salvaje), por ejemplo, mostrando una mejora de aproximadamente dos veces a aproximadamente 100 veces
en la actividad de CDC in vitro o in vivo (por ejemplo, Los valores de IC50 para cada molécula que se compara). Los
ensayos de complemento se pueden realizar con suero de cobaya, conejo o humano. La lisis del complemento de
las células diana puede detectarse controlando la liberacién de enzimas intracelulares tales como la lactato
deshidrogenasa (LDH), como se describe en Korzeniewski et al., 1983, Immunol. Methods 64 (3): 313-20; y Decker
et al., 1988 J. Immunol Methods 115(1): 61-9; o la liberacion de un marcador intracelular tal como europio, cromo 51
o indio 111 en el que las células diana se marcan como se describe en el presente documento.

5.2.8 Oftros ensayos

Las moléculas de la invencién que comprenden regiones Fc variantes también pueden ser ensayadas usando
cualquier ensayo basado en resonancia de plasmoén superficial conocido en la técnica para caracterizar los
parametros cinéticos de la union de interaccion Fc-FcyR. Cualquier instrumento SPR disponible comercialmente
incluyendo, pero no limitado a, BIAcore Instruments, disponible de Biacore AB (Uppsala, Suecia); instrumentos |Asys
disponibles de Affinity Sensors (Franklin, MA.); el sistema IBIS disponible de Windsor Scientific Limited (Berks, RU),
los sistemas SPR-CELLIA disponibles de Nippon Laser and Electronics Lab (Hokkaido, Japén) y SPR Detector
Spreeta disponible de Texas Instruments (Dallas, TX) se pueden usar en la presente invencion. Para una revision de
la tecnologia basada en SPR, véase Mullet et al., 2000, Methods 22: 77-91; Dong et al., 2002, Review in Mol.
Biotech., 82: 303-23; Fivash et al., 1998, Current Opinion in Biotechnology 9: 97-101; Rich et al., 2000, Current
Opinion in Biotechnology 11: 54-61. Ademas, cualquiera de los instrumentos SPR y los métodos basados en SPR
para medir las interacciones proteina-proteina descritas en la Patente de los Estados Unidos No. 6,373,577;
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6,289,286; 5,322,798; 5,341,215; 6,268,125 se contemplan en los métodos de la invencion.

En resumen, los ensayos basados en SPR implican la inmovilizacion de un miembro de un par de unién en una
superficie y el control de su interaccion con el otro miembro del par de unién en solucién en tiempo real. SPR se
basa en medir el cambio en el indice de refraccion del disolvente cerca de la superficie que ocurre sobre la
formacién del complejo o la disociacion. La superficie sobre la que se produce la inmovilizacion es el chip sensor,
que esta en el corazon de la tecnologia SPR; consiste en una superficie de vidrio revestida con una delgada capa de
oro y constituye la base para una gama de superficies especializadas disefiadas para optimizar la unién de una
molécula a la superficie. Se dispone comercialmente de una variedad de chips sensores, especialmente de las
empresas enumeradas anteriormente, todas las cuales pueden ser utilizadas en los métodos de la invencién.
Ejemplos de chips de sensor incluyen los disponibles de BlAcore AB, Inc., por ejemplo, Sensor Chip CM5, SA, NTA
y HPA. Una molécula de la invencion puede inmovilizarse sobre la superficie de un chip de sensor utilizando
cualquiera de los métodos de inmovilizacion y productos quimicos conocidos en la técnica, incluyendo pero sin
limitacién, el acoplamiento covalente directo a través de grupos amina, el acoplamiento covalente directo mediante
grupos sulfhidrilo, biotina a la superficie revestida con avidina, acoplamiento aldehido a grupos carbohidrato, y unién
a través de la etiqueta de histidina con chips NTA.

En algunos casos, se pueden determinar los parametros cinéticos de la unidon de moléculas de la invencién que
comprenden regiones Fc variantes, por ejemplo, inmunoglobulinas que comprenden una region Fc variante, a un
FcyR utilizando un instrumento BlAcore (por ejemplo, el instrumento BIAcore 1000, BlAcore Inc., Piscataway, NJ).
Cualquier FcyR puede usarse para evaluar la interaccion con las moléculas de la invencién que comprenden
regiones Fc variantes. En una realizacion especifica, el FcyR es FcyRIIIA, preferiblemente un FcyRIIIA monomérico
soluble. Por ejemplo, en un caso, el FcyRIIIA monomérico soluble es la regiéon extracelular de FcyRIIIA unida a la
secuencia de enlazador-AVITAG (véase la Solicitud Provisional de los Estados Unidos No. 60/439,498, presentada
el 9 de Enero de 2003 (Expediente de Apoderado No 11183-004-888) y la Solicitud Provisional de los Estados
Unidos No. 60/456,041 presentada el 19 de marzo de 2003).

En otro caso, el FcyR es FcyRIIB, preferiblemente un FcyRIIB dimérico soluble. Por ejemplo, en un caso, la proteina
dimérica FcyRIIB soluble se prepara de acuerdo con la metodologia descrita en la Solicitud Provisional de los
Estados Unidos. No. 60/439,709 presentada el 13 de enero de 2003.

Un ensayo de ejemplo para determinar los parametros cinéticos de una molécula que comprende una regién Fc
variante, en la que la molécula es el anticuerpo 4-4-20, a un FcyR utilizando un instrumento BlAcore comprende lo
siguiente: BSA-FITC se inmoviliza en una de las cuatro celdas de flujo de una superficie de chip sensor,
preferiblemente a través de la quimica de acoplamiento de amina, de tal manera que aproximadamente 5000
unidades de respuesta (RU) de BSA-FITC se inmovilizan en la superficie. Una vez que se prepara una superficie
adecuada, se pasan anticuerpos 4-4-20 que portan las mutaciones Fc sobre la superficie, preferiblemente mediante
inyecciones de un minuto de una solucion de 20 ug/mL a un caudal de 5 yl/mL. El nivel de 4-4-20 anticuerpos unidos
a la superficie oscila entre 400 y 700 RU. A continuacion, se inyectan en la superficie a 100 yL/min de anticuerpos la
serie de dilucién del receptor (FcyRIIA y proteina de fusion FcyRIIB-Fc) en regulador HBS-P (HEPES 20 mM, NaCl
150 mM, EDTA 3 mM, pH 7.5) la regeneracion entre diferentes diluciones de receptor se lleva a cabo
preferiblemente mediante inyecciones de 5 segundos de NaHCO3; 100 mM, pH 9.4; NaCl 3M. Cualquier técnica de
regeneracion conocida en la técnica se contempla en el método.

Una vez que se recoge un conjunto de datos completo, las curvas de unidn resultantes se ajustan globalmente
utilizando algoritmos informaticos proporcionados por el fabricante de instrumentos SPR, por ejemplo, BlAcore, Inc.
(Piscataway, NJ). Estos algoritmos calculan tanto el Kacivo cOmo el Kapagado, @ partir de los cuales se deduce la
constante de union al equilibrio aparente, Ky como la relacion de las dos constantes de velocidad (es decir,
Kapagado/Kactivo). Se pueden encontrar tratamientos méas detallados de como se derivan las constantes de velocidad
individuales en el BlAevaluation Software Handbook (BlAcore, Inc., Piscataway, NJ). El andlisis de los datos
generados puede realizarse usando cualquier método conocido en la técnica. Para una revision de los diversos
métodos de interpretacion de los datos cinéticos generados véase Myszka, 1997, Current Opinion in Biotechnology
8: 50-7; Fisher et al., 1994, Current Opinion in Biotechnology 5: 389-95; O'Shannessy, 1994, Current Opinion in
Biotechnology, 5: 65-71; Chaiken et al., 1992, Analytical Biochemistry, 201: 197-210; Morton et al., 1995, Analytical
Biochemistry 227: 176-85; O'Shannessy et al., 1996, Analytical Biochemistry 236: 275-83.

Los parametros cinéticos determinados usando un analisis de SPR, por ejemplo, BlAcore, pueden usarse como una
medida predictiva de como funcionara una molécula de la invencién en un ensayo funcional, por ejemplo, ADCC. Un
método de ejemplo para predecir la eficacia de una molécula de la invencién basada en parametros cinéticos
obtenidos a partir de un analisis de SPR puede comprender lo siguiente: determinar los valores de Kapagado para la
unién de una molécula de la invencion a FcyRIIA y FeyRIIB; trazado (1) Kapagado (Wt)/Kapagado (Mut) para FcyRIIIA; (2)
Kapagado (Mut)/Kapagado (Wt) para FcyRIIB contra los datos del ADCC. Los numeros superiores a uno muestran una
disminucion de la tasa de disociacion de FcyRIIIA y un aumento de la tasa de disociacion de FcyRIIB en relacion con
el tipo salvaje; y posee y mejora la funcion ADCC.

5.3 Métodos para producir recombinantemente moléculas de la invencion
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5.3.1 Polinucledtidos que codifican moléculas de la invenciéon

La presente invencion también incluye polinucleétidos que codifican las moléculas, incluyendo los polipéptidos y
anticuerpos, de la invencion identificados mediante los métodos de la presente invencion. Los polinucleétidos que
codifican las moléculas de la invencién pueden obtenerse, y la secuencia de nucleétidos de los polinucledtidos
puede ser determinada, por cualquier método conocido en la técnica.

Una vez determinada la secuencia de nucleétidos de las moléculas (por ejemplo, anticuerpos) que se identifican por
los métodos de la presente invencion, la secuencia de nucledtidos puede manipularse utilizando métodos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, técnicas de ADN recombinante, mutagénesis dirigida a un sitio, PCR, etc.
(véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook et al., 2001, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 3?2
edicién, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, y Ausubel et al., eds., 1998, Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley y Sons, NY), para generar, por ejemplo, anticuerpos que tienen una secuencia de
aminoacidos diferente, por ejemplo, generando sustituciones, eliminaciones y/o inserciones de aminoacidos.

En un caso, cuando los acidos nucleicos codifican anticuerpos, una o mas de las CDR se insertan dentro de
regiones estructurales usando técnicas rutinarias de ADN recombinante. Las regiones estructurales pueden ser
regiones de estructura natural o de consenso, y preferiblemente regiones de estructura humana (véase, por ejemplo,
Chothia et al., 1998, J. Mol. Biol. 278: 457-479 para una lista de regiones estructurales humanas).

En otro caso, las bibliotecas humanas o cualquier otra biblioteca disponible en la técnica, se pueden cribar mediante
técnicas estandar conocidas en la técnica, para clonar los acidos nucleicos que codifican las moléculas de la
invencion.

5.3.2 Expresion recombinante de moléculas de la invencion

Una vez que se ha obtenido una secuencia de acido nucleico que codifica moléculas de la invencion (es decir,
anticuerpos), el vector para la produccion de las moléculas puede producirse mediante tecnologia de ADN
recombinante usando técnicas bien conocidas en el arte. Pueden usarse métodos que son bien conocidos por los
expertos en la técnica para construir vectores de expresion que contienen las secuencias de codificaciéon para las
moléculas de la invencioén y sefiales de control de transcripcion y de traduccion apropiadas. Estos métodos incluyen,
por ejemplo, técnicas de ADN recombinante in vitro, técnicas sintéticas y recombinacion genética in vivo. (Véase, por
ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook et al., 1990, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2d Ed., Cold
Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY y Ausubel et al.eds., 1998, Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, NY).

Un vector de expresion que comprende la secuencia de nucleétidos de una molécula identificada por los métodos de
la invencion (es decir, un anticuerpo) puede transferirse a una célula huésped mediante técnicas convencionales
(por ejemplo, electroporacion, transfeccion liposémica y precipitacion con fosfato calcico) y las células transfectadas
se cultivan después mediante técnicas convencionales para producir las moléculas de la invencién. En casos
especificos, la expresion de las moléculas de la invencion esta regulada por un promotor especifico constitutivo,
inducible o un tejido especifico.

Las células huésped utilizadas para expresar las moléculas de la invencién pueden ser células bacterianas tales
como Escherichia coli, o, preferiblemente, células eucariotas, especialmente para la expresion de molécula de
inmunoglobulina entera recombinante. En particular, las células de mamifero tales como las células de ovario de
hamster chino (CHO), junto con un vector tal como el elemento promotor del gen temprano intermedio principal del
citomegalovirus humano, es un sistema de expresion eficaz para inmunoglobulinas (Foecking et al., 1998, Gene 45:
101, Cockett et al., 1990, Bio/Technology 8:2).

Se pueden utilizar una variedad de sistemas de vectores de expresion de huésped para expresar las moléculas de la
invencion. Tales sistemas de expresion del huésped representan vehiculos mediante los cuales las secuencias
codificantes de las moléculas de la invencion pueden producirse y purificarse posteriormente, pero también
representan células que pueden transformarse o transfectarse con las secuencias codificantes de nucleétidos
apropiadas, expresar las moléculas de la invencion in situ. Estos incluyen, pero no se limitan a, microorganismos
tales como bacterias (por ejemplo, E. coli y B. subtilis) transformadas con ADN de bacteriéfago recombinante, ADN
plasmidico o vectores de expresién de ADN cosmidico que contienen secuencias codificantes para las moléculas de
la invencion; levadura (por ejemplo, Saccharomyces Pichia) transformada con vectores de expresion de levadura
recombinantes que contienen secuencias que codifican las moléculas de la invencién; sistemas de células de
insectos infectados con vectores de expresion de virus recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que contienen las
secuencias que codifican las moléculas de la invencion; sistemas de células vegetales infectadas con vectores de
expresion de virus recombinantes (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor (CaMV) y virus del mosaico del
tabaco (TMV) o transformados con vectores de expresion de plasmidos recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti)
que contienen secuencias que codifican las moléculas de la invencion o células de mamifero (por ejemplo, células
COS, CHO, BHK, 293, 293T, 3T3, células linfociticas (véase US 5,807,715), células Per C.6 (células retinales
humanas desarrolladas por Crucell) que albergan constructos de expresion recombinantes que contienen
promotores derivados del genoma de mamiferos (por ejemplo, promotor de metalotioneina) o de virus de mamifero
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(por ejemplo, el promotor tardio del adenovirus, el promotor del virus de la vacuna de 7.5K).

En sistemas bacterianos, se pueden seleccionar ventajosamente varios vectores de expresion dependiendo del uso
destinado a la molécula que se expresa. Por ejemplo, cuando se va a producir una gran cantidad de dicha proteina,
para la generacion de composiciones farmacéuticas de un anticuerpo, pueden ser deseables vectores que dirigen la
expresion de altos niveles de productos de proteina de fusién que son faciimente purificados. Tales vectores
incluyen, pero no estan limitados, al vector de expresion pUR278 de E. coli (Ruther et al., 1983, EMBO J. 2: 1791),
en el que la secuencia codificante del anticuerpo puede ligarse individualmente en el vector en el marco con el Lac Z
de manera que se produce una proteina de fusion; vectores pIN (Inouye & Inouye, 1985, Nucleic Acids Res. 13:
3101-3109, Van Heeke & Schuster, 1989, J. Biol. Chem. 24: 5503-5509); y similares. Los vectores pGEX también
pueden usarse para expresar polipéptidos extrafios como proteinas de fusiéon con glutation S-transferasa (GST). En
general, tales proteinas de fusién son solubles y pueden purificarse facilmente a partir de células lisadas por
adsorciéon y unién a una matriz de glutationa-agarosa, seguido de elucién en presencia de glutationa libre. Los
vectores pGEX estan disefiados para incluir sitios de escision de proteasa de trombina o factor Xa de modo que el
producto de gen diana clonado pueda liberarse del resto GST.

En un sistema de insectos, se utiliza el virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como
vector para expresar genes extrafos. El virus crece en células de Spodoptera frugiperda. La secuencia codificante
del anticuerpo puede clonarse individualmente en regiones no esenciales (por ejemplo, el gen de polihedrina) del
virus y se pone bajo control de un promotor de AcNPV (por ejemplo, el promotor de polihedrina).

En células huésped de mamifero, pueden utilizarse varios sistemas de expresion basados en virus. En los casos en
que se utiliza un adenovirus como vector de expresion, la secuencia codificante de anticuerpo de interés puede
ligarse a un complejo de control de transcripcion/traduccion de adenovirus, por ejemplo, el promotor tardio y la
secuencia lider tripartita. Este gen quimérico puede entonces insertarse en el genoma de adenovirus mediante
recombinacion in vitro o in vivo. La insercion en una region no esencial del genoma viral (por ejemplo, la region E1 o
E3) dara como resultado un virus recombinante que es viable y capaz de expresar la molécula de inmunoglobulina
en huéspedes infectados (véase, por ejemplo, Logan & Shenk, 1984, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 355-359).
También se pueden requerir sefales de iniciacién especificas para la traduccion eficaz de secuencias codificantes
de anticuerpo insertadas. Estas sefiales incluyen el codén de iniciacion ATG y las secuencias adyacentes. Ademas,
el codoén de iniciacion debe estar en fase con el marco de lectura de la secuencia de codificacidon deseada para
asegurar la traduccion de todo el inserto. Estas sefiales de control de traduccion exdgena y codones de iniciacion
pueden ser de una variedad de origenes, tanto naturales como sintéticos. La eficacia de la expresion puede
potenciarse mediante la inclusiéon de elementos potenciadores de la transcripcion apropiados, terminadores de la
transcripcion, etc. (véase Bittner et al., 1987, Methods in Enzymol., 153: 51-544).

Ademas, se puede escoger una cepa celular huésped que modula la expresion de las secuencias insertadas, o
modifica y procesa el producto génico de la manera especifica deseada. Tales modificaciones (por ejemplo,
glicosilacion) y procesamiento (por ejemplo, escision) de productos proteicos pueden ser importantes para la funcion
de la proteina. Diferentes células huésped tienen mecanismos caracteristicos y especificos para el procesamiento y
modificacion postraduccién de proteinas y productos génicos. Se pueden elegir lineas celulares o sistemas huésped
apropiados para asegurar la modificacion y procesamiento correctos de la proteina extrafia expresada. Con este fin,
pueden usarse células huésped eucariotas que poseen la maquinaria celular para el procesamiento apropiado del
transcrito primario, glicosilacion y fosforilacion del producto génico. Tales células hospedadoras de mamiferos
incluyen, pero sin limitacion, CHO, VERY, BHK, Hela, COS, MDCK, 293, 293T, 3T3, WI38, BT483, Hs578T, HTB2,
BT20 y T47D, CRL7030 y Hs578Bst.

Para la produccion a largo plazo y de alto rendimiento de proteinas recombinantes, se prefiere la expresion estable.
Por ejemplo, pueden disefiarse lineas celulares que expresan de forma estable un anticuerpo de la invencion. En
lugar de usar vectores de expresion que contienen origenes virales de replicacion, las células huésped pueden
transformarse con ADN controlado por elementos de control de expresiéon apropiados (por ejemplo, promotor,
potenciador, secuencias, terminadores de transcripcion, sitios de poliadenilacion, etc.) y un marcador seleccionable.
Después de la introduccion del ADN extrafio las células manipuladas se pueden dejar crecer durante 1-2 dias en un
medio enriquecido, y luego se cambian a un medio selectivo. EI marcador seleccionable en el plasmido
recombinante confiere resistencia a la seleccidon y permite a las células integrar de forma estable el plasmido en sus
cromosomas Y crecer para formar focos que a su vez pueden ser clonados y expandidos en lineas celulares. Este
método puede usarse ventajosamente para disefar lineas celulares que expresan los anticuerpos de la invencion.
Tales lineas celulares manipuladas pueden ser particularmente utiles en el cribado y evaluacion de compuestos que
interaccionan directa o indirectamente con los anticuerpos de la invencion.

Se pueden usar varios sistemas de seleccion, incluyendo pero no limitandose a la timidina quinasa del virus del
herpes simple (Wigler et al., 1977, Cell 11: 223), hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa (Szybalska y Szybalski,
1992, Proc. Natl. Acad Sci. USA 48: 202), y adenina fosforibosiltransferasa (Lowy et al., 1980, Cell 22: 817) se
pueden emplear genes en células tk, hgprt o aprt, respectivamente. Ademas, la resistencia a antimetabolitos puede
utilizarse como base de seleccion para los siguientes genes: dhfr, que confiere resistencia al metotrexato (Wigler et
al., 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 357; O'Hare et al., 1981. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1527); gpt, que
confiere resistencia al acido micofendlico (Mulligan y Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 2072); neo, que
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confiere resistencia al aminoglucésido G-418 Clinical Pharmacy 12: 488-505; Wu y Wu, 1991. 3: 87-95; Tolstosheyv,
1993, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol. 32: 573-596; Mulligan, 1993, Science 260: 926-932; y Morgan y Anderson,
1993, Ann. Rev. Biochem. 62: 191-217; Mayo de 1993, TIB TECH 11(5): 155-215). Los métodos cominmente
conocidos en la técnica de la tecnologia del ADN recombinante que pueden usarse se describen en Ausubel et al.
(eds.), 1993, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, NY; Kriegler, 1990, Gene Transfer and
Expression, A Laboratory Manual, Stockton Press, NY; y en los Capitulos 12 y 13, Dracopoli et al. (eds), 1994,
Current Protocols in Human Genetics, John Wiley & amp; Sons, NY; Colberre-Garapin et al., 1981, J. Mol. Biol.
150:1; e higro, que confiere resistencia a higromicina (Santerre et al., 1984, Gene 30: 147).

Los niveles de expresion de un anticuerpo de la invencidon pueden aumentarse mediante amplificacion vectorial (para
una revision, véase Bebbington y Hentschel, El uso de vectores basados en la amplificacién génica para la
expresion de genes clonados en células de mamifero en clonacion de ADN, Vol. 3 (Academic Press, New York,
1987). Cuando un marcador en el sistema vectorial que expresa un anticuerpo es amplificable, el aumento en el
nivel de inhibidor presente en el cultivo de la célula huésped aumentara el nimero de copias del gen marcador,
Dado que la regién amplificada es asociada con la secuencia de nucleotidos del anticuerpo, la producciéon del
anticuerpo también aumentara (Crouse et al., 1983, Mol. Cell. Biol. 3: 257).

La célula huésped puede cotransfectarse con dos vectores de expresion de la invencion, codificando el primer vector
un polipéptido derivado de cadena pesada y codificando el segundo vector un polipéptido derivado de cadena ligera.
Los dos vectores pueden contener marcadores idénticos seleccionables que permiten una expresion igual de
polipéptidos de cadena pesada y ligera. Alternativamente, puede usarse un Unico vector que codifique tanto
polipéptidos de cadena pesada como de cadena ligera. En tales situaciones, la cadena ligera debe colocarse antes
de la cadena pesada para evitar un exceso de cadena pesada libre de téxicos (Proudfoot, 1986, Nature 322:52,
Kohler, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 2197). Las secuencias de codificacion para las cadenas pesada y ligera
pueden comprender ADNco ADN gendmico.

Una vez que se ha expresado de forma recombinante una molécula de la invencién (es decir, anticuerpos), puede
purificarse por cualquier método conocido en la técnica para la purificacion de polipéptidos o anticuerpos, por
ejemplo, mediante cromatografia (por ejemplo, intercambio i6nico, afinidad, particularmente por afinidad Para el
antigeno especifico después de la Proteina A, y cromatografia en columna por tamafio), centrifugacion, solubilidad
diferencial, o por cualquier otra técnica estandar para la purificacion de polipéptidos o anticuerpos.

5.4 Métodos profilaticos y terapéuticos

La presente invenciéon abarca la administracion de una o mas de las moléculas de la invencion (por ejemplo,
anticuerpos) a un animal, preferiblemente a un mamifero, y lo mas preferiblemente a un ser humano, para prevenir,
tratar o mejorar uno o mas sintomas asociados con un enfermedad, trastorno o infeccion. Las moléculas de la
invencion son particularmente Utiles para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad o trastorno en el que se
desea una eficacia mejorada de la funcién de las células efectoras (por ejemplo, ADCC) mediada por FcyR. Los
métodos y composiciones de la invencion son particularmente Utiles para el tratamiento o prevencion de enfermedad
neoplasica primaria o metastasica (es decir, cancer) y enfermedades infecciosas. Las moléculas de la invencion
pueden proporcionarse en composiciones farmacéuticamente aceptables como se conoce en la técnica o como se
describe en el presente documento. Como se detalla a continuacién, las moléculas de la invencién pueden usarse
en métodos de tratamiento o prevencion del cancer (particularmente en inmunoterapia pasiva), enfermedad
autoinmune, trastornos inflamatorios o enfermedades infecciosas.

Las moléculas de la invencidon también se pueden utilizar ventajosamente en combinacién con otros agentes
terapéuticos conocidos en la técnica para el tratamiento o la prevencién de una enfermedad autoinmune de cancer;
trastornos inflamatorios o enfermedades infecciosas. En una realizacién especifica, las moléculas de la invenciéon
pueden usarse en combinacién con anticuerpos monoclonales o quiméricos, linfoquinas o factores de crecimiento
hematopoyéticos (tales como, por ejemplo, IL-2, IL-3 e IL-7), que, por ejemplo, sirven para aumentar el nimero o la
actividad de células efectoras que interactian con las moléculas y, aumentan la respuesta inmune. Las moléculas de
la invencion también pueden utilizarse ventajosamente en combinacion con uno o mas farmacos usados para tratar
una enfermedad, trastorno o infeccion tales como, por ejemplo, agentes anticancerigenos, agentes antiinflamatorios
0 agentes antivirales, por ejemplo, como se detalla en las Secciones 5.4.1.2 y 5.4.2.1 siguientes.

5.4.1 Cancer

La invencion abarca usos y composicion para el tratamiento o prevencion de cancer o metastasis en un sujeto que
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de una o mas moléculas que comprenden
una region Fc variante.

Las moléculas de la invencion (es decir, polipéptidos, anticuerpos) que comprenden regiones Fc variantes pueden
usarse para prevenir, inhibir o reducir el crecimiento de tumores primarios 0 metastasis de células cancerosas. En
una realizacién, la molécula de la invencion comprende una variante Fc que se une a FcyRIIIA y/o FcyRIIA con una
mayor afinidad que un polipéptido comparable que comprende una region Fc de tipo salvaje que se une a FcyRIIIA
y/o FcyRIIA, y/o dicha region Fc variante tiene una funcién efectora mejorada, por ejemplo, ADCC, CDC, fagocitosis,
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opsonizacion, etc. Tales moléculas pueden usarse solas para tratar o prevenir el cancer. En otra realizacion, la
molécula de la invencion comprende una region Fc variante que se une a FcyRIIIA y/o FcyRIIA con una mayor
afinidad que un polipéptido comparable que comprende una regiéon Fc de tipo salvaje que se une a FcyRIIIA y/o
FcyRIIA, y se une mas a FcyRIIB con una menor afinidad que a un polipéptido comparable que comprende una
region Fc de tipo salvaje que se une a FCORIIB, y/o dicha region Fc variante tiene una funcién efectora mejorada,
por ejemplo, ADCC, CDC, fagocitosis, opsonizacion, etc.. Tales moléculas también pueden usarse solas para tratar
o prevenir el cancer.

En algunas realizaciones, la invencién abarca usos y composiciones para el tratamiento o prevencion del cancer en
un sujeto con polimorfismos de FcyR, tales como los homocigoéticos para los alelos PyRIIIA-158V o FcyRIIIA-158F.
En algunas realizaciones, la invencién abarca los anticuerpos terapéuticos de ingenieria, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales especificos de tumores de acuerdo con la invencién de tal manera que los anticuerpos manipulados
tienen una eficacia mejorada en pacientes homocigéticos para el alelo de baja afinidad de FcyRIIIA (158F). En otras
realizaciones, la invencién abarca los anticuerpos terapéuticos de ingenieria, por ejemplo, anticuerpos monoclonales
especificos de tumores de acuerdo con la invencion, de tal manera que los anticuerpos manipulados tienen una
eficacia mejorada en pacientes homocigoéticos para el alelo de alta afinidad de FcyRIIIA (158V).

En algunas realizaciones, los anticuerpos modificados por ingenieria genética de la invencion son particularmente
eficaces en el tratamiento y/o la prevencion del linfoma no Hodgkin (LNH). Los anticuerpos modificados por
ingenieria genética de la invencion son terapéuticamente mas eficaces que los regimenes terapéuticos actuales para
LNH, incluyendo pero no limitados a quimioterapia, e inmunoterapia usando mAb anti-CD20, Rituximab. Sin
embargo, la eficacia de los anticuerpos monoclonales anti-CD20 depende del polimorfismo FcyR del sujeto (Carton
et al., 2002, Blood, 99: 754-8, Weng et al., 2003, J Clin Oncol. 21(21): 3940-7).

Estos receptores se expresan en la superficie de las células efectoras y median ADCC. Los alelos de alta afinidad,
de los receptores activadores de baja afinidad, mejoran la capacidad de las células efectoras de mediar ADCC. Los
métodos de la invencion permiten la ingenieria de anticuerpos anti-CD20 que albergan mutaciones Fc para
aumentar su afinidad a FcyR en células efectoras a través de sus dominios Fc alterados. Los anticuerpos
modificados por ingenieria genética de la invencion proporcionan mejores reactivos de inmunoterapia para pacientes
independientemente de su polimorfismo FcyR.

Un ejemplo de método para determinar la eficacia de los anticuerpos anti-CD20 manipulados en un sujeto puede
incluir lo siguiente: Los plasmidos que albergan genes de cadena pesada anti-HER2/neu quiméricos con mutaciones
Fc que muestran un aumento sustancial de la muerte en ADCC pueden ser utilizados como columna vertebral para
transferir en el dominio variable del gen de la cadena pesada de Rituximab. La region variable de la variante anti-
HER2/neu Fc se sustituye por la variable regién de Rituximab. Los plasmidos que contienen dominios Fc de tipo
salvaje o una mutacion D265A para anular la union FcR, o las variantes anti-CD20 Fc se cotransfectan
transitoriamente con el gen de la cadena ligera de Rituximab en células 293H, medios acondicionados y el
anticuerpo se purifica sobre una columna de proteina G usando métodos rutinarios.

Los mAb anti-CD20 que albergan las variantes Fc se prueban mediante ADCC usando una linea de células B
cultivadas para determinar la capacidad de las mutaciones Fc para mejorar ADCC. El ADCC estandar se lleva a
cabo utilizando métodos descritos en el presente documento. Los linfocitos se recogen de sangre periférica usando
un gradiente de Ficoll-Paque (Pharmacia). Las células Daudi objetivo, una linea de células B que expresan CD20, se
cargan con Europio (Perkin EImer) y se incuban con efectores durante 4 horas a 37°C. El Europio liberado se
detecta mediante un lector de placas fluorescentes (Wallac). Los datos ADCC resultantes indican la eficacia de las
variantes Fc para activar la citotoxicidad mediada por células NK y establecer qué variantes anti-CD20 Fc pueden
ensayarse tanto con muestras de pacientes como con monocitos elutriados. Las variantes Fc que muestran el mayor
potencial para aumentar la eficacia del anticuerpo anti-CD20 se ensayan a continuacion en un ensayo ADCC usando
PBMCs de pacientes. PBMC de donantes sanos se utilizan como células efectoras. Los ensayos ADCC in vitro que
usan variantes anti-CD20 y Rituximab se realizan en células de linfoma primario de pacientes con linfoma folicular.
El polimorfismo especifico de FcyR de los donantes se determina y cataloga usando métodos conocidos en la
técnica. El ADCC ensayo se realiza por células efectoras de pacientes con diferentes genotipos FcyRIIIA y FcyRIIA.

De acuerdo con un aspecto de la invencion, las moléculas (por ejemplo, anticuerpos) de la invencion que
comprenden regiones Fc variantes mejoran la eficacia de la inmunoterapia de cancer aumentando la potencia de la
funcién efectora del anticuerpo con relacion a una molécula que contiene la region Fc de tipo salvaje, por ejemplo,
ADCC, CDC, fagocitosis, opsonizacion, etc. En una realizacion especifica, la toxicidad celular dependiente de
anticuerpo y/o fagocitosis de células tumorales se mejora usando las moléculas de la invenciéon con regiones Fc
variantes. Las moléculas de la invencién pueden aumentar la eficacia del tratamiento de cancer de inmunoterapia al
mejorar al menos una funcién efectora mediada por anticuerpos. En una realizacion particular, una molécula de la
invencion que comprende una region Fc variante mejora la eficacia del tratamiento de inmunoterapia mediante el
aumento de la cascada dependiente del complemento. En otra realizaciéon de la invencion, la molécula de la
invencion que comprende una region Fc variante mejora la eficacia del tratamiento inmunoterapéutico potenciando la
fagocitosis y/o la opsonizacién de las células tumorales diana. En otra realizacién de la invencion, la molécula de la
invencion que comprende una region Fc variante aumenta la eficacia del tratamiento mediante el aumento de la
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citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpos (“ADCC”) en la destruccion de las células tumorales
dirigidas.

La invencion contempla ademas la ingenieria de anticuerpos terapéuticos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales
especificos de tumores) para aumentar la eficacia terapéutica del anticuerpo terapéutico, por ejemplo, mejorando la
funcién efectora del anticuerpo terapéutico (por ejemplo, ADCC). Preferiblemente, el anticuerpo terapéutico es un
anticuerpo citotoxico y/o opsonizante. Un experto en la técnica apreciara que una vez que las moléculas de la
invencion con las propiedades de unién deseadas (por ejemplo, moléculas con regiones Fc variantes con al menos
una modificacién de aminoacidos, cuya modificacion que mejora la afinidad de la region Fc variante para FcyRIIIA
y/o FcyRIIA en relacién con una molécula comparable, que comprende una regién Fc de tipo salvaje) han sido
identificadas (véase la seccion 5.2 y la Tabla 8) de acuerdo con los métodos de la invencion, los anticuerpos
terapéuticos pueden ser manipulados usando técnicas estandar ADN recombinante y cualquier técnica conocida de
mutagénesis, como se describe en la Seccién 5.2.2 para producir un tratamiento terapéutico modificado que lleva los
sitios de mutacion identificados con las propiedades de uniéon deseadas. Cualquiera de los anticuerpos terapéuticos
enumerados en la Tabla 9 que han demostrado utilidad terapéutica en el tratamiento del cancer, puede ser
modificado de acuerdo con la invencion, por ejemplo, modificando la region Fc para que tenga una afinidad
mejorada para FcyRIIIA y/o FcyRIIA comparado con un anticuerpo terapéutico que tiene una region Fc de tipo
salvaje, y se usa para el tratamiento y/o prevencion de un cancer caracterizado por un antigeno de cancer. Otros
anticuerpos terapéuticos incluyen aquellos contra agentes patdgenos tales como aquellos contra Streptococcus
pneumoniae, Serotipo 6B, véase, por ejemplo, Sun et al., 1999, Infection and Immunity, 67(3): 1172-9.

Las variantes Fc de la invencidon pueden incorporarse en anticuerpos terapéuticos tales como los descritos en el
presente documento o en otros candidatos clinicos de fusion Fc, es decir, una molécula que comprende regiones Fc
que han sido aprobadas para nosotros en ensayos clinicos o cualquier otra molécula que pueda beneficiarse de las
variantes de Fc de la presente invencién, humanizadas, maduradas por afinidad, modificadas o manipuladas.

La invencion también abarca la ingenieria de cualquier otro polipéptido que comprenda una regiéon Fc que tenga
utilidad terapéutica, incluyendo pero no limitado a ENBREL, de acuerdo con la invencion, con el fin de aumentar la
eficacia terapéutica de tales polipéptidos, por ejemplo, mejorando la funcién efectora del polipéptido que comprende
una region Fc.

Tabla 9. Anticuerpos terapéuticos que pueden ser manipulados de acuerdo con el método de la invencién

Compaiiia Producto Enfermedad Meta

Abgenix ABX-EGF Cancer receptor EGF

AltaRex OvaRex ovarian cancer antigeno tumor CA125
BravaRex canceres metastasicos antigeno tumor MUC1

Antisoma Theragyn cancer de ovario antigeno PEM

(pemtumomabytrrium-90)

cancer de mama

antigeno PEM

Therex
Boehringer Ingelheim Blvatuzumab cancer de cabeza y cuello | CD44
Centocor/J&J Panorex cancer colorrectal 17-1A
ReoPro PTCA gp llib/llla
ReoPro Agudo MI gp llb/llla
ReoPro Accidente cerebrovascular | gp llib/llla
isquémico
Bexocar CD20
NHL
Corixa
CRC Technology MADb, idiotipico 105AD7 Vacuna contra el cancer | gp72

colorrectal
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Crucell Anti-EpCAM cancer Ep-CAM
Cytoclonal MADb, cancer de pulmon de células no pequefias NA
Genentech Herceptin Cancer de mama | HER-2
metastasico
Herceptin HER-2
Cancer de mama en etapa
Rituxan temprana CD20
Rituxan Recidivante/refractario de | CD20
bajo grado o folicular
MAb-VEGF VI VEGF
MAb-VEGF Intermedio y de alto grado VEGF
NHL
NSCLC, metastasico
cancer colorectal,
metastasico
AMD Fab la degeneracion macular | CD18
relacionada con la edad
IgE
Asma alérgica y rinitis
E-26 (22 gen. IgE)
IDEC Zevalin (Rituxan + yttrium- | low grade of follicular, | CD20
relapsed or refractory,
90)
CD20-positive, B-cell NHL
and Rituximabrefractory
NHL
De bajo grado de LNH de
células B folicular,
recidivante o refractario,
CD20 positivo y
Rituximabrefractario
LNH
ImClone Cetuximab + innotecan Carcinoma colorrectal | receptor EGF
refractario
Cetuximab + cisplatin & receptor EGF
o Cancer de cabeza y cuello
radiation recientemente
diagnosticados o
recurrentes receptor EGF
Cetuximab + gemcitabine Carcinoma pancreatico receptor EGF
metastaglco recien receptor EGF
diagnosticado
i +ci in +
Cetuximab + cisplatin Cancer de cabeza receptor EGF
5FU o Taxol recurrente o metastasico receptor EGF

EGF receptor
Cetuximab + carboplatin +

Paclitaxel

Cetuximab + cisplatin

Carcinoma de pulmén de
células no pequefias
diagnosticado
recientemente

Cancer de cabeza y cuello
(extenso incurable
Enfermedad local-regional
y metastasis a distancia)

Carcinoma de cabeza y

Imita el gangliésido GD3
Imita el gangliésido GD3
receptor VEGF
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Cetuximab + radiation

BEC2 + Bacillus Calmette
Guerin

BEC2 + Bacillus Calmette

cuello localmente
avanzado

Carcinoma de pulmén de
células pequenas

Melanoma

Cancer colorrectal con
metastasis hepaticas

Guerin
IMC-1C11
ImmonoGen nuC242-DM1 Cancer colorrectal, | nuC242
gastrico y pancreatico
ImmunoMedics LymphoCide Linfoma no Hodgkin CD22

LymphoCide Y-90

Linfoma no Hodgkin

Linfoma no Hodgkin

CEA-Cide Tumores metastasicos | CEA
solidos
CEA-Cide Y-90 CEA
Tumores metastasicos
CEA-Scan (arcitumomab | gglidos CEA
marcado con Tc-99)
CEALS ( X Cancer colorrectal | CEA
-oCan arcitumoma (radiografia)
marcado con Tc-99) CEA
Cancer de mama
CEA-Scan (arcitumomab | (radiografia) CEA
marcado con Tc-99)
Cancer de pulmoén CEA
CEA-Scan (arcitumomab | (radiografia)
marcado con Tc-99) CEA
Tumores intraoperatorios
LeukoScan (TC‘ (radioimagen) CEA
99mlabeled CD22
Infeccion de tejidos
sulesomab) blandos (radioimagen) AFP
LymphoScan (Te- | Linfomas (radioimagenes)
99mlabeled)
Higado 7 canceres de
AFP-Scan (Te- | células germinales
99mlabeled) (radioimagenes)
Intracel HumaRAD-HN (+ yttrium- | Cancer de cabeza y cuello | NA
90) Imagenes colorrectales NA
HumaSPECT
Medarex MDX-101 (CTLA-4) Cancer de prostata y otros | CTLA-4
MDX-210 (her-2 Cancer de prostata HER-2
MedIimmune sobrexpresion) Cancer HER-2
Merck KGaA MDX-210/MAK Cancer avB3
Vitaxin Varios canceres receptor EGF
Varios canceres Ep-CAM
MAb 425
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IS-IL-2
Millennium Campath (alemtuzumab) leucemia linfocitica cronica | CD52
NeoRx CD20-streptavidin (+ Cancer metastasico CD20
biotin-yttrium 90) NA
Avidicin (albumin +
NRLU13)
Peregrine Oncolym (+ iodine-131) Linfoma no Hodgkin HLA-DR 10 beta
Cotara (+ iodine-131) Glioma maligno no | Proteinas asociadas al
resecable ADN
Pharmacia C215 (+ enterotoxina | cancer de pancreas NA
estafilococica)
Corporation Cancer de pulmon/riiién NA
MADb, Cancer de
pulmon/rifién Colon 'y cancer de | NA
pancreas
Nacolomab tafenatox
(C242 + enterotoxina
estafilococica)
Protein Design Nuvion Neoplasias de células T CD3
Labs SMART M195 AML CD33
SMART 1D10 NHL Antigeno HLA-DR
Titan CEAVac Cancer colorrectal, | CEA
avanzado
TriGem GD2-gangliosido
_ Melanoma metastasico y
TriAb cancer de pulmon de | MUC-1
células pequenas
Cancer de mama
metastasico
Trilex CEAVac Cancer colorrectal, | CEA
avanzado
TriGem GD2-gangliosido
' Melanoma metastasico y
TriAb cancer de pulmon de | MUC-1
células pequenas
Cancer de mama
metastasico
Viventia NovoMAb-G2 Linfoma no Hodgkin NA
radiomarcado
Biotech Carcinoma colorrectal y | antigeno SK-1
Monopharm C pancreatico
NA
GlioMAb - H (+ toxina de | Glioma, melanoma 'y
gelonina) neuroblastoma
Xoma Rituxan LNH recidivado/refractario | CD20
de bajo grado o folicular
Rituxan CD20
Intermedio y de alto grado
ING-1 NHL Ep-CAM
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adenomcarcinoma

Por consiguiente, la invencién proporciona usos para prevenir o tratar cancer caracterizados por un antigeno de
cancer, usando un anticuerpo terapéutico que se une a un antigeno de cancer y es citotoxico y ha sido modificado
en uno o mas sitios en la region Fc, de acuerdo con la invencion, para unirse FcyRIIA y/o FcyRIIA con una mayor
afinidad que el anticuerpo terapéutico padre, y/o media la funcion efectora (por ejemplo, ADCC, fagocitosis) de
manera mas eficaz. En otra realizacion, la invenciéon proporciona métodos para prevenir o tratar el cancer
caracterizado por un antigeno de cancer, utilizando un anticuerpo terapéutico que se une a un antigeno de cancer y
es citotoxico, y ha sido disefiado de acuerdo con la invencion para unirse a FcyRIIIA y/o FcyRIIA con una mayor
afinidad y unirse a FcyRIIB con una afinidad mas baja que el anticuerpo terapéutico padre, y/o media la funciéon
efectora (por ejemplo, ADCC, fagocitosis) de manera mas eficaz. Los anticuerpos terapéuticos que han sido
disefiados de acuerdo con la invencion son utiles para la prevencion o el tratamiento del cancer, ya que tienen una
actividad citotoxica mejorada (por ejemplo, eliminacion de células tumorales mejorada y/o mejorada por ejemplo
actividad ADCC o actividad CDC).

Los canceres asociados con un antigeno de cancer pueden tratarse o prevenirse mediante la administracion de un
anticuerpo terapéutico que se une a un antigeno de cancer y es citotoxico, y ha sido disefiado de acuerdo con la
invencion para tener, por ejemplo, una funcion efectora mejorada. En una realizaciéon particular, los anticuerpos
terapéuticos disefiados de acuerdo con la invencién aumentan el efecto citotéxico mediado por anticuerpo del
anticuerpo dirigido al antigeno de cancer particular. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, los canceres
asociados con los siguientes antigenos de cancer pueden fratarse o prevenirse mediante los métodos y
composiciones de la invencion: antigeno de carcinoma de KS 1/4 (Perez y Walker, 1990, J. Immunol. 142: 32-37,
Bumal, 1988, Hybridoma 7 (4): 407-415), antigeno de carcinoma de ovario (CA125) (Yu et al., 1991, Cancer Res.
51(2): 48-475), fosfato de acido prostatico (Tailor et al., 1990, Nucl. Acids Res. 18(1): 4928), antigeno especifico de
la préstata (Henttu y Vihko, 1989, Biochem. Biophys Res. Comm. 10(2): 903-910; Israeli et al., 1993, Cancer Res.
53: 227-230), antigeno asociado al melanoma p97 (Estin et al., 1989, J. Natl. Cancer Instit. 81(6): 445-44), antigeno
de melanoma gp75 Vijayasardahl et al., 1990, J. Exp. Med. 171(4): 1375-1380), antigeno de melanoma de alto peso
molecular (HMW-MAA) (Natali et al., 1987, Cancer 59: 55-3; Mittelman et al., 1990, J. Clin. Invest. 86: 2136-2144)),
antigeno de membrana especifico de prostata, antigeno carcinoembrionario (CEA) (Foon et al., 1994, Proc. Am.
Soc. Clin. Oncol. 13: 294), antigeno polimérfico de mucina epitelial, antigeno de gldbulos grasos de la leche humana,
antigenos asociados a tumores colorrectales tales como: CEA, TAG-72 (Yokata et al., 1992, Cancer Res. 52: 3402-
3408), CO17-1A (Ragnhammar et al., 1993, Int. J. Cancer 53: 751-758); GICA 19-9 (Herlyn et al., 1982, J. Clin.
Immunol., 2: 135), CTA-1 y LEA, antigeno de linfoma de Burkitt-38.13, CD19 (Ghetie et al., 1994, Blood 83: 1329-
1336), antigeno CD20 de linfoma B humano (Reff et al., 1994, Blood 83: 435-445), CD33 (Sgouros et al., 1993, J.
Nucl. Med. 34: 422-430), antigenos especificos de melanoma tales como el gangliésido GD2 (Saleh et al., 1993, J.
Immunol., 151, 3390-3398), gangliésido GD3 (Shitara et al., 1993, Cancer Immunol. Immunother. 36: 373-380),
gangliésido GM2 (Livingston et al., 1994, J. Clin. Oncol. 12: 1036-1044), gangliésido GM3 (Hoon et al., 1993, Cancer
Res. 53: 5244-5250), tipo de trasplante especifico de tumor de antigeno de superficie celular (TSTA) tales como
antigenos tumorales inducidos por virus que incluyen virus tumorales de ADN de antigeno T y antigenos de
envoltura de virus tumorales de ARN, antigeno oncofetal alfa-fetoproteina tal como CEA de colon, antigeno oncofetal
de tumor de vejiga (Hellstrom et al., 1985, Cancer Res. 45: 2210-2188), antigeno de diferenciacion tal como
antigeno de carcinoma de pulmén humano L6, L20 (Hellstrom et al , 1986, Cancer Res. 46: 3917-3923), antigenos
de fibrosarcoma, antigeno de células T de leucemia humana-Gp37 (Bhattacharya-Chatterjee et al., 1988. J. of
Immun 141: 1398-1403), neoglicoproteina, esfingolipidos, antigeno de cancer de mama tal como EGFR (receptor del
factor de crecimiento epidérmico), antigeno HER2 (p185"&R?), mucina epitelial polimorfica (PEM) (Hilkens et al.,
1992, Trends in Bio. Chem. Sci. 17: 359), antigeno de linfocito humano maligno-APO-1 (Bernhard et al., 1989,
Science 245: 301-304), antigeno de diferenciacion (Feizi, 1985, Nature 314: 53-57), tal como el antigeno |
encontrado en los eritrocitos fetales y el endodermo primario, I(Ma) en los adencarcinomas gastricos, M18 y M39 se
encuentran en el epitelio de mama, SSEA-1 encontrado en las células mieloides, VEP8, VEP9, Myl, VIMD5 y D156-
22 se encuentran en el cancer colorrectal, TRA-1-85 (grupo sanguineo H), C14 encontrado en el adenocarcinoma de
colon, F3 encontrado en el adenocarcinoma de pulmén, AH6 encontrado en el cancer gastrico. El hapteno Y, LeY
encontrado en células de carcinoma embrionario, TL5 (grupo sanguineo A), receptor EGF encontrado en células
A431, serie E1 (grupo sanguineo B) encontrado en cancer de pancreas, FC10.2 encontrado en células de carcinoma
embrionario, adenocarcinoma gastrico, CO-514 (grupo sanguineo Le?) encontrado en adenocarcinoma, NS-10
encontrado en adenocarcinomas, CO-43 (grupo sanguineo LeP), G49, receptor EGF (grupo sanguineo ALe"/LeY)
encontrado en el adenocarcinoma de colon, 19.9 encontrado en cancer de colon, mucinas del cancer gastrico, TsA7
encontrado en las células mieloides, R4 se encuentra en el melanoma. 4.2, Gps, D1.1, OFA-1, Gume, OFA-2, Gpp,
M1:22:25:8 encontrados en células de carcinoma embrionario y SSEA-3, SSEA-4 encontrados en embriones de 4 a
8 células. En otra realizacion, el antigeno es un péptido derivado de un receptor de células T de un linfoma cutaneo
de células T (véase Edelson, 1998, The Cancer Journal 4:62).

Los canceres y trastornos relacionados que pueden ser tratados o prevenidos por los usos y composiciones de la
presente invencion incluyen, pero no se limitan a, los siguientes: Las leucemias incluyen, pero no se limitan a,
leucemia aguda, leucemia linfocitica aguda, leucemias mielociticas agudas tales como mieloblastica, promielocitica,
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mielomonocitica, monocitica, leucemias de eritroleucemia y sindrome mielodisplasico, leucemias cronicas tales
como, pero no limitado a, leucemia mielocitica crénica (granulocitica), leucemia linfocitica crénica, leucemia de
células vellosas; policitemia vera; linfomas tales como pero no limitados a la enfermedad de Hodgkin, enfermedad no
Hodgkin; mielomas multiples tales como, pero sin limitarse a, mieloma multiple sin ardor, mieloma no secretor,
mieloma osteosclerdtico, leucemia de células plasmaticas, plasmacitoma solitario y plasmacitoma extramedular;
macroglobulinemia de Waldenstrom; gammapatia monoclonal de significado indeterminado; gammapatia
monoclonal benigna; enfermedad de cadena pesada; sarcomas 6seos y del tejido conjuntivo tales como, pero no
limitado a, sarcoma 6seo, osteosarcoma, condrosarcoma, sarcoma de Ewing, tumor maligno de células gigantes,
fiborosarcoma de hueso, cordoma, sarcoma peridstico, sarcomas de tejidos blandos, angiosarcoma
(hemangiosarcoma), fibrosarcoma, sarcoma de Kaposi, leiomiosarcoma, liposarcoma, linfangiosarcoma,
neurilemoma, rabdomiosarcoma, sarcoma sinovial; tumores cerebrales incluyendo pero no limitado a, glioma,
astrocitoma, glioma del tronco encefalico, ependimoma, oligodendroglioma, tumor nonglial, neurinoma acustico,
craneofaringioma, meduloblastoma, meningioma, pineocitoma, pineoblastoma, linfoma cerebral primario; cancer de
mama incluyendo, pero sin limitarse a, adenocarcinoma, carcinoma lobular (de células pequefas), carcinoma
intraductal, cancer de mama medular, cancer de mama mucinoso, cancer de mama tubular, cancer de mama
papilar, enfermedad de Paget y cancer de mama inflamatorio; cancer adrenal, incluyendo pero no limitado a,
feocromocitoma y carcinoma adrenocortical; cancer de tiroides tal como, pero no limitado a, cancer de tiroides
papilar o folicular, cancer de tiroides medular y cancer de tiroides anaplasico; cancer de pancreas, incluyendo, pero
sin limitarse a, insulinoma, gastrinoma, glucagonoma, vipoma, tumor de secrecion de somatostatina y tumor de
células carcinoides o de islotes; canceres de la pituitaria incluyendo, pero sin limitarse a, enfermedad de Cushing,
tumor secretador de prolactina, acromegalia y diabetes insipia; cancer de ojo incluyendo, pero no limitado a,
melanoma ocular tal como melanoma de iris, melanoma coroideo y melanoma del cuerpo ciliar, y retinoblastoma;
canceres vaginales, incluyendo pero sin limitarse a, carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma y melanoma;
cancer de vulva, incluyendo pero no limitado a, carcinoma de células escamosas, melanoma, adenocarcinoma,
carcinoma basocelular, sarcoma y enfermedad de Paget; canceres cervicales incluyendo, pero sin limitarse a,
carcinoma de células escamosas y adenocarcinoma; canceres uterinos incluyendo, pero sin limitarse a, carcinoma
endometrial y sarcoma uterino; canceres ovaricos que incluyen pero no se limitan a, carcinoma epitelial ovarico,
tumor limitrofe, tumor de células germinales y tumor estromal; cancer de eséfago incluyendo, pero sin limitarse a,
cancer escamoso, adenocarcinoma, carcinoma adenocitico ciclico, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma
adenoscamoso, sarcoma, melanoma, plasmacitoma, carcinoma verrucoso y carcinoma de células de avena (células
pequenas); cancer de estdmago incluyendo, pero no limitado a, adenocarcinoma, hongo (polipoide), ulceracion,
extension superficial, difusion difusa, linfoma maligno, liposarcoma, fibrosarcoma y carcinosarcoma; cancer de colon;
cancer rectal; canceres de higado incluyendo, pero sin limitarse a, carcinoma hepatocelular y hepatoblastoma,
canceres de vesicula biliar incluyendo, pero sin limitarse a, adenocarcinoma; colangiocarcinomas incluyendo, pero
sin limitarse a, papilar, nodular y difuso; cancer de pulmon de células no pequefias, carcinoma de células escamosas
(carcinoma epidermoide), adenocarcinoma, carcinoma de células grandes y cancer de pulmon de células pequefas:
canceres testiculares incluyendo, pero sin limitarse a, tumor germinal, seminoma, anaplasico, clasico (tipico),
espermatocitico, no seminoma, carcinoma embrionario, carcinoma de teratoma, coriocarcinoma (tumor de saco
vitelino), cancer de prostata incluyendo pero no limitado a adenocarcinoma, leiomiosarcoma y rabdomiosarcoma;
canceres de pene; canceres orales que incluyen pero no se limitan a, carcinoma de células escamosas; canceres
basales; los canceres de las glandulas salivales que incluyen pero no se limitan a, adenocarcinoma, carcinoma
mucoepidermoide y carcinoma adenoidquistico; canceres de faringe incluyendo pero no limitado a, cancer de células
escamosas y verrugoso; cancer de piel incluyendo pero no limitado a, carcinoma de células basales, carcinoma de
células escamosas y melanoma, melanoma de extension superficial, melanoma nodular, melanoma maligno lentigo,
melanoma acral lentiginoso; cancer de rifidn incluyendo, pero no limitado a, cancer de células renales,
adenocarcinoma, hipernefroma, fibrosarcoma, cancer de células de transicion (pelvis renal y/o ureter); tumor de
Wilms; canceres de vejiga incluyendo, pero sin limitarse a, carcinoma de células de transicion, cancer de células
escamosas, adenocarcinoma, carcinosarcoma. Ademas, los canceres incluyen miosarcoma, sarcoma osteogénico,
endoteliosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, mesotelioma, sinovioma, hemangioblastoma, carcinoma epitelial,
cistoadenocarcinoma, carcinoma broncogénico, carcinoma de las glandulas sudoriparas, carcinoma de glandula
sebacea, carcinoma papilar y adenocarcinomas papilares (para una revision de tales trastornos ver Fishman et al.,
1985, Medicine, 2d Ed., J.B. Lippincott Co.. Filadelfia and Murphy et al., 1997, Informed Decisions: The Complete
Book of Cancer Diagnosis, Treatment, and Recovery, Viking Penguin, Penguin Books U.S.A., Inc., Estados Unidos
de América).

Por consiguiente, los usos y composiciones de la invencion son también utiles en el tratamiento o prevencion de una
variedad de canceres u otras enfermedades proliferativas anormales, incluyendo (pero no limitandose a) lo siguiente:
carcinoma, incluyendo el de vejiga, mama, colon, rifién, higado, pulmén, ovario, pancreas, estémago, prostata,
cérvix, tiroides y piel; incluyendo carcinoma de células escamosas; tumores hematopoyéticos de linaje linfoide,
incluyendo leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma de células B, linfoma de
células T, linfoma de Burketts; tumores hematopoyéticos de linaje mieloide, incluyendo leucemias mieldgenas
agudas y cronicas y leucemia promielocitica; tumores de origen mesenquimal, incluyendo fibrosarcoma y
rabdomioscarcoma; otros tumores, incluyendo melanoma, seminoma, tetratocarcinoma, neuroblastoma y glioma;
tumores del sistema nervioso central y periférico, incluyendo astrocitoma, neuroblastoma, glioma y schwannomas;
tumores de origen mesenquimal, incluyendo fibrosarcoma, rabdomiosarcoma y osteosarcoma; y otros tumores,
incluyendo melanoma, xenoderma pegmentosum, queratoactantoma, seminoma, cancer folicular de la tiroides y
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teratocarcinoma. También se contempla que los canceres causados por aberraciones en la apoptosis también se
trataran mediante los métodos y composiciones de la invencién. Tales canceres pueden incluir, pero no limitarse a,
linfomas foliculares, carcinomas con mutaciones p53, tumores hormonales dependientes de la mama, prostata y
ovario y lesiones precancerosas tales como poliposis adenomatosa familiar y sindromes mielodisplasicos. En formas
de realizacion especificas, se tratan o previenen cambios malignos o disproliferativos (tales como metaplasias y
displasias) o trastornos hiperproliferativos mediante los métodos y composiciones de la invencion en el ovario, la
vejiga, la mama, el colon, el pulmén, la piel, el pancreas o el utero. En otras realizaciones especificas, el sarcoma,
melanoma o leucemia se trata o se previene mediante los usos y composiciones de la invencion.

En una realizacion especifica, una molécula de la invencién (por ejemplo, un anticuerpo que comprende una region
Fc variante o un anticuerpo monoclonal terapéutico disefiado de acuerdo con los métodos de la invencion) inhibe o
reduce el crecimiento de tumor primario o metastasis de células cancerosas en al menos el 99%, por lo menos el
95%, por lo menos el 90%, por lo menos el 85%, por lo menos el 80%, por lo menos el 75%, por lo menos el 70%,
por lo menos el 60%, por lo menos el 50%, por lo menos el 45%, por lo menos un 40%, al menos un 45%, al menos
un 35%, al menos un 30%, al menos un 25%, al menos un 20% o al menos un 10% con respecto al crecimiento de
tumor primario o metastasis en ausencia de dicha molécula de la invencion.

5.4.1.1 Terapia de combinacién

La invencién comprende ademas la administracion de las moléculas de la invencién en combinacién con otras
terapias conocidas por los expertos en la técnica para el tratamiento o la prevencion del cancer, incluyendo pero sin
limitarse a quimioterapias convencionales y experimentales actuales, terapias hormonales, terapias bioldgicas,
inmunoterapias, radioterapia o cirugia. En algunas realizaciones, las moléculas de la invencion se pueden
administrar en combinacién con una cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz de uno o mas agentes
anticancerigenos, anticuerpos terapéuticos (por ejemplo, anticuerpos enumerados en la Tabla 9) u otros agentes
conocidos por los expertos en la materia para el tratamiento y/o la prevencion del cancer (véase la seccion 5.4.1.2).

En ciertas realizaciones, una o mas moléculas de la invencién se administran a un mamifero, preferiblemente un
humano, al mismo tiempo que uno o mas agentes terapéuticos Utiles para el tratamiento del cancer. El término
"simultaneamente” no se limita a la administracion de agentes profilacticos o terapéuticos exactamente al mismo
tiempo, sino que significa que una molécula de la invencion y el otro agente se administran a un mamifero en una
secuencia y dentro de un intervalo de tiempo de manera que la molécula de la invenciéon pueda actuar
conjuntamente con otro agente para proporcionar un beneficio mayor que si se administraran de otro modo. Por
ejemplo, cada agente profilactico o terapéutico (por ejemplo, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal o terapia
bioldgica) se puede administrar al mismo tiempo o secuencialmente en cualquier orden en diferentes momentos; sin
embargo, si no se administran al mismo tiempo, deben administrarse suficientemente cerca en el tiempo para
proporcionar el efecto terapéutico o profilactico deseado. Cada agente terapéutico se puede administrar por
separado, en cualquier forma apropiada y por cualquier ruta adecuada. En diversas realizaciones, los agentes
profilacticos o terapéuticos se administran con menos de 1 hora de separaciéon, con una separacién de
aproximadamente 1 hora, aproximadamente de 1 hora a aproximadamente 2 horas de separacion,
aproximadamente entre 2 horas y aproximadamente 3 horas, entre aproximadamente 3 horas y aproximadamente 4
horas de separacion, entre unas 4 horas y unas 5 horas, entre unas 5 horas y unas 6 horas, entre unas 6 horas y
unas 7 horas, entre unas 7 horas y unas 8 horas, entre unas 8 horas y unas 9 de separacion, entre unas 9 horas y
unas 10 horas, entre unas 10 horas y unas 11 horas, entre unas 11 horas y unas 12 horas entre si, no mas de 24
horas de separacion o no mas de 48 horas de separacion. En realizaciones preferidas, dos 0 mas componentes se
administran dentro de la misma visita del paciente.

En otras realizaciones, los agentes profilacticos o terapéuticos se administran con un intervalo de aproximadamente
2 a 4 dias, con un intervalo de aproximadamente 4 a 6 dias, aproximadamente 1 semana, con una separacion de
aproximadamente 1 a 2 semanas o mas de 2 semanas de separacion. En realizaciones preferidas, los agentes
profilacticos o terapéuticos se administran en un marco de tiempo en el que ambos agentes estan todavia activos.
Un experto en la técnica podria determinar dicho periodo de tiempo determinando la vida media de los agentes
administrados.

En ciertas realizaciones, los agentes profilacticos o terapéuticos de la invencion se administran ciclicamente a un
sujeto. La terapia ciclica implica la administracion de un primer agente durante un periodo de tiempo, seguido por la
administracion de un segundo agente y/o un tercer agente durante un periodo de tiempo y la repeticion de esta
administracion secuencial. La terapia ciclica pued<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>