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Métodos y conformaciones estructurales de preparaciones de anticuerpos con aumento de la resistencia a
las proteasas

Descripcion
Campo de la invencion

La invencion se refiere a evaluar el contenido glicoforma y conformacion estructural de anticuerpos y, mas
particularmente, a métodos de preparacion, utilizando preparaciones de anticuerpos y predicciones
conformacionales estructurales para alterar la susceptibilidad a proteasas.

Fondo

Los anticuerpos son glicoproteinas séricas solubles que juegan un papel importante en la inmunidad innata.
Las estructuras de carbohidratos de todos los anticuerpos producidos naturalmente en posiciones conservadas en
las regiones constantes de la cadena pesada varian con el isotipo (Figura 1). Cada isotipo posee una matriz distinta
de estructuras de oligosacaridos unidos por N, que afectan de forma variable al ensamblaje de proteinas, secrecién
o actividad funcional (Wright, A., y Morrison, SL, Trends Biotech., 15: 26-32 (1997)). La estructura de los
oligosacaridos N enlazados unidos (Figura 2) varia considerablemente, dependiendo del grado de procesamiento, y
puede incluir oligosacaridos biantenarios de alto contenido en manosa, asi como complejos con o sin residuos de
Fcosa de GIcNAc y nucleo de nucleo (Wright, A ., Y Morrison, SL, supra). Tipicamente, hay un procesamiento
heterogéneo de las estructuras de oligosacaridos centrales unidas a un sitio de glicosilacion particular de manera
que incluso los anticuerpos monoclonales existen como glicoformas multiples. Del mismo modo, se ha demostrado
que se producen diferencias importantes en la glicosilacion de anticuerpos entre las lineas celulares productoras de
anticuerpos, e incluso se observan diferencias menores para una linea celular dada cultivada bajo diferentes
condiciones de cultivo.

Entre los isotipos de anticuerpos (por ejemplo, IgE, IgD, IgA, IgM, e IgG), las IgG son las mas abundantes,
exhibiendo las subclases IgG 1 el grado mas significativo y variedad de funciones efectoras. Los anticuerpos del tipo
IgG1 son los anticuerpos mas cominmente usados en la inmunoterapia del cancer, donde ADCC y la actividad de
los CDC se consideran a menudo importantes. Estructuralmente, la region de bisagra IgG y los dominios CH2
juegan un papel importante en las funciones efectoras del anticuerpo. Los oligossacaridos unidos a N presentes en
la regiéon Fc (formados por la dimerizacion de los dominios bisagra, CH2 y CH3) afectan las funciones efectoras.
Estos oligosacaridos unidos covalentemente son estructuras de tipo biantenario complejas y son altamente
heterogéneos (ver Fig. 2); NANA, acido 5 - N - acetilneuraminico, (NeuAc) o NGNA, acido 5 - N - glicolilneuraminico
(NeuGc) es tipicamente "acido sialico". Se han encontrado otros acidos sidlicos o se pueden sintetizar
quimicamente. Un sitio de glicosilacién N-enlazado conservado en Asn297 se encuentra en cada dominio CH2. En el
anticuerpo maduro, los dos oligosacaridos bi-antenarios complejos unidos a Asn297 estan enterrados entre los
dominios CH2, formando amplios contactos con la cadena principal del polipéptido. Se ha encontrado que su
presencia es esencial para que el anticuerpo medie las funciones efectoras, tales como ADCC (Lifely, MR, et al.,
Glycobiology 5: 813-822 (1995), Jefferis, R. y col., Immunol Rev . 163: 59-76 (1998); Wright, A. y Morrison, SL,
supra).

La presencia bioldgica y la importancia de sacaridos individuales en posiciones especificas también ha
comenzado a explorarse. Por ejemplo, el grado de galactosilacion de los anticuerpos esta afectado por la edad, el
género y la enfermedad (Raju, TS, et al., Glycobiology 2000. 10 (5): 477-86). En general, las estructuras de
oligosacaridos son algo especificas a la especie y varian ampliamente. Ademas, se ha estudiado también la
importancia biologica de las estructuras de oligosacaridos con y sin residuos de GIcNAc y nucleo de fucosa en
dosificacion. La IgG humana y muchas de las IgG producidas de forma recombinante contienen cantidades menores
de oligosacaridos sialilados (o no asilados o asialilados), sin embargo, la inmensa mayoria de IgG contienen
estructuras de oligosacaridos no sialilados.

La escision proteolitica de anticuerpos se produce naturalmente en condiciones fisioldgicas y también
puede ser una etapa de procesamiento industrial en la produccién de agentes terapéuticos bioldgicos basados en la
estructura del anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpos terapéuticos producidos o procesados con papaina, Fabs,
estan adquiriendo un uso mas extendido. Aunque la papaina es una enzima derivada de plantas, hay un nimero de
sitios de escision de proteasa identificados en la bisagra de IgG1 y se resumen en la Figura 3.

El documento WO 2007/024743 describe preparaciones de anticuerpos resistentes a protedlisis.

Las IgG recombinantes se pueden convertir en fragmentos de 1gG, tales como Fab y F(ab’)2 y Fc, usando
diversas enzimas proteoliticas (figuras 1y 3). Los fragmentos de digestion representan una de las principales clases
bioterapéuticas utiles en el manejo y tratamiento de enfermedades humanas. El fragmento Fab de 47.615 daltons se
purifica a partir de sobrenadante de cultivo celular, digestion con papaina y cromatografia en columna. Otros
ejemplos incluyen: DigiFab (DigiTAB), una preparacion de fragmentos Fab de anticuerpos policlonales de oveja,
para el tratamiento potencial de la intoxicacion por digoxina, CroFAb, una preparacion de fragmentos Fab
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monovalentes obtenidos a partir de ovinos inmunizados con venenos de serpiente, como antiveneno contra las
picaduras de los cuatro crotales norteamericanos mas comunes aprobados en Estados Unidos en octubre de 2000,
y EchiTAb, un antiveneno basado en fragmentos Fab de anticuerpos monocelulares policlonales de oveja, para el
tratamiento de mordeduras por la vibora de la alfombra (Echis Ocellatus), una serpiente prevalente en Africa
Occidental. Otros Fabs en desarrollo incluyen ranibizumab (rhuFab V2, AMD-Fab, Lucentis), una variante de Fab de
alta afinidad del bevacizumab de Gentech, como tratamiento potencial para la degeneracion macular relacionada
con la edad, y 5G1.1, Traumatico que evita la division del componente C5 del complemento humano en sus
componentes proinflamatorios, como un tratamiento potencial para varias enfermedades inflamatorias croénicas,
incluyendo artritis reumatoide (RA), nefritis membranosa y lUpica, dermatomiositis y hemoglobinuria paroxistica
nocturna (PNH).

Otras composiciones que contienen Fab con potencial uso terapéutico incluyen Fab modificados
quimicamente, tales como CDP-870 un fragmento anti-TNF-alfa-Fab humanizado ligado a polietilenglicol (PEG).
CDP-870 se deriva de un anticuerpo anti-TNFalpha de ratdon que se selecciond por su alta afinidad de unién y
potencial neutralizante. Los fragmentos Fab de este anticuerpo se construyeron mediante tecnologia de ADN
recombinante, se humanizaron y se sintetizaron mediante fermentacion en lotes alimentados en E coli. El
rendimiento de este procedimiento de fermentacion alcanzé entre 300 y 1200 mg de proteina/1 cultivo bacteriano.
Para aumentar la semivida del plasma, se afiadié un resto de PEG a los fragmentos Fab. Para ello, se desarrollé un
método de conjugacion especifico de sitio en el que se introdujo un solo residuo de cisteina en la region de bisagra
del fragmento Fab para la adicidon covalente del resto de polimero hidréfilo (PEG) con el fin de aumentar su semivida
circulante. El uso de una tecnologia E coli de bajo coste para producir los fragmentos Fab, permitié al fabricante
(Celltech) reducir los costes de fabricacion de CDP-870 en 10 a 20 veces en comparacion con anticuerpos que se
producen convencionalmente en cultivo de células de mamifero. E. coli no expresan proteinas glicosiladas.

Hasta la fecha, la relacién entre la presencia y composicion de glucano sobre la susceptibilidad de las IgG a
la escision proteolitica de especie humana o de otros no se ha entendido completamente. Por lo tanto, existe la
necesidad de comprender la relacion entre el patrén proteolitico y la estructura de glicano de estructuras de
anticuerpos terapéuticamente relevantes para los propdsitos de produccion eficiente de anticuerpos y como una
herramienta para identificar la presencia y/o composicién de anticuerpos glicanos. Tales estudios también ayudan a
entender la relacion estructura-funcional de las interacciones carbohidratos-proteinas junto con el impacto de las
interacciones de los carbohidratos con la proteina en las funciones del anticuerpo.

Resumen de la invencion

La invencion proporciona una preparacion de proteina de Fc de IgG que contiene glicosilada, en la que uno
o mas residuos de Fc en la regién CH2 de la proteina que contiene Fc glicosilada se mutan para mantener o para
aumentar las interacciones hidréfobas y disminuir las interacciones hidréfilas en el CH2 o CH3 en las que las
mutaciones son Lys 246 Ala, Thr 260 Ala y/o Arg 301 Ala.

Se describen aqui métodos para potenciar la capacidad de las preparaciones de anticuerpos para resistir la
escision por proteasas y métodos de uso de tales preparaciones de anticuerpos para tratar condiciones patologicas
asociadas con la presencia de niveles elevados de proteasas, tales como el cancer.

En una realizaciéon del método de la invencién, una molécula que contiene Fc mantiene interacciones
hidréfobas entre cadenas laterales Fc y residuos de azucar de la columna de oligosacarido presentes en las
regiones CH2 de la Fc y disminuye reacciones hidréfilos entre cadenas laterales Fc y residuos de azlcar en las
regiones CH2 de la preparacion de proteina que contiene Fc. En una realizacion, las interacciones hidrofilas estan
entre residuos de galactosa en el brazo alfa-1,6 y el aminoacido reside en el dominio CH2 y/o entre residuos de
acido sialico y residuos de aminoacidos en el dominio CH2.

En otra realizacion del método, la proteina del Fc contiene glicoformas GO sin las interacciones hidrofilicas
entre los residuos de azucar de la galactosa y los residuos de aminoacidos en las regiones CH2 y las interacciones
hidréfobas mantenidas entre cadenas laterales Fc y residuos de azucar de la cadena principal de oligosacaridos son
las interacciones carbohidrato-carbohidrato y las interacciones carbohidrato-proteina.

En otra realizacién mas del método, la proteina que contiene Fc es un anticuerpo, preferiblemente un
anticuerpo monoclonal terapéutico. La proteasa, cuya actividad de escision debe ser resistida, se selecciona del
grupo que consiste en pepsina, una metaloproteinasa de matriz, tripsina, quimotripsina y una enzima de modificacion
de glicosilacion y en la que la metaloproteinasa de matriz se selecciona del grupo que consiste en metaloproteinasa-
7 de matriz MMP-7), elastasa de neutréfilos (HNE), estromelisina (MMP-3) y elastasa de macréfagos (MMP-12).

En todavia ofra realizacion del método, uno o mas residuos de Fc en la region CH2 estan mutados para
mantener o para aumentar las interacciones hidréfobas y disminuir las interacciones hidrdéfilas en las regiones CH3 o
CH2 en las que las mutaciones son Lys 246 Ala, Thr 260 Ala y/o Arg 301 Ala La enfermedad a tratar se caracteriza
por la invasién de neutréfilos en un sitio afectado en el cuerpo, tal como una enfermedad inflamatoria inmunomedida
(por ejemplo, artritis reumatoide).
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Se describe aqui un método para reducir la capacidad de una preparacion de anticuerpos para resistir la
escision por una proteasa y métodos de uso de tales preparaciones de anticuerpos a enfermedades o condiciones
asociadas con la presencia de niveles reducidos de las proteasas. La molécula que contiene Fc disminuye las
interacciones hidrofobas entre las cadenas laterales de Fc y los residuos de azucar del esqueleto de oligosacarido
presentes en las regiones CH2 del Fc y/o aumenta las reacciones hidrdéfilas entre las cadenas laterales de Fc y los
residuos de azucar en las regiones CH2 de la preparacion de proteina que contiene Fc.

Se describe aqui un método para detectar o diagnosticar un estado de enfermedad en una célula o sujeto,
que comprende la determinacion del estado de interacciones hidrofobas entre cadenas laterales Fc y residuos de
azucar de la columna vertebral oligosacarido presentes en las regiones CH2 de la Fc y/o reacciones hidréfilas entre
cadenas laterales de Fc y residuos de azucar en las regiones CH2 de la preparacion de proteina que contiene Fc en
la célula o sujeto.

La presente invencién proporciona ademas cualquier invencién descrita en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

Fig. 1 representa los dominios de IgG de anticuerpo que muestran la relacién entre los dominios y los
fragmentos de escision designados mayormente.

Fig. 2 es una representacion esquematica de las variaciones en la estructura de oligosacaridos
biantenarios encontrada en la IgG humana.

Fig. 3 muestra la secuencia de aminoacidos en la region de bisagra de IgG1 humana y sitios de escision
para diversas enzimas.

Figs. 4A-G son grabaciones MALDI-TOF-MS con informacion de pico sobre la identificacion de especies

superpuestas (+1 es ion molecular cargado individualmente, +2 es ién molecular doblemente cargado, +3 es ion
trifasico con carga triple y LC es cadena ligera libre) y mostrando la formacion de fragmentos de IgG en el tiempo
durante la digestidon con papaina para una preparacion glicosilada y desglicosilada: (A) sin digerir, (B) 1/2 horas, (C)
1 hora, (D) 2 horas, (E) 4 horas, (F) 8 Horas, y (G) después de 24 horas.

Fig. 5 muestra una comparacion del porcentaje de area de pico de los iones moleculares +1 de IgG
intactas (A) y fragmentos Fc (B) de muestras de IgG glicosiladas y desglicosiladas durante la digestion con papaina.
Fig. 6 muestra trazados del analisis de MALDI-TOF-MS de preparaciones de glicoformas IgG
homogéneas intactas descritas en el Ejemplo 5 para glicoformas G0, G2 y G2S2.

Figs. 7A-D muestran trazados del analisis MALDI-TOF-MS de los glicanos liberados de PGNasa a partir de las
diversas preparaciones de glicoforma homogénea y de la muestra de control.

Fig. 8 muestra los trazados del analisis de MALDI-TOF-MS de digestiones de papaina de preparaciones

GO0, G2 y G2S2 de glicoforma IgG homogéneas junto con una muestra de control sometida a digestion de papaina a
razén de 50: 1 a 37°C después de 15 minutos con las diversas identidades de pico marcadas.

Fig. 9 es una representacion grafica del area de pico integrada de la IgG intacta a partir del analisis
MALDI-TOF-MS de digestos de papaina de preparaciones G0, G2 y G2S2 de glicoforma IgG homogéneas relativas
a un control sometido a digestidon con papaina a razén de 50: 1 a 37°C en varias ocasiones.

Fig. 10 es una representacion grafica del area de pico integrada del dominio Fc a partir del analisis MALDI-
TOF-MS formado durante la digestion con papaina de preparaciones GO, G2 y G2S2 de glicoforma IgG homogéneas
junto con una muestra de control en diversos momentos.

Fig. 11 es una representacion grafica del patron de enlace de hidrogeno entre el sacarido G2 y los
residuos de aminoacidos en el Fc.

Fig. 12 es una representacion grafica del patron de unién de hidrégeno entre el sacarido GO y los residuos
de aminoécidos en la Fc.

Fig. 13 es una representacion grafica de interaccion hidréfoba (interacciones de hidratos de carbono en
carbohidratos) entre las dos cadenas de oligosacaridos presentes en la region Fc de anticuerpos.

Descripcion detallada de la invencion
Abreviaturas

AA, acido antranilico; a-1,3GT, a-1,3-galactosiltransferasa; (3-1,4GT, -1,4-galactosiltransferasa; a-2,3ST, a-
2,3 sialiltransferasa; ADCC, citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos; CDC, citotoxicidad dependiente del
complemento; CMP-Sia, acido N-acetilneuraminico de monofosfato de citidina; FBS, suero bovino fetal; IgG,
inmunoglobulina G; MALDI-TOF-MS, espectrometria de masas de tiempo de vuelo de ionizacidn laser/desorcion
asistida por matriz; NANA, isémero del acido N-acetilneuraminico de acido sialico; NGNA, isémero del acido N-
glicoliineuraminico de acido sialico; PNGasa F, péptido N-glicosidasa F; HPLC, cromatografia liquida de alta
resolucién de fase inversa; SA, acido sinapico; Sia, acido sialico; SDHB, acido dihidroxibenzoico que contiene
cloruro sodico; UDP-Gal, galactosa de difosfato de uridina; UDP-GIcNAc, N-acetilglucosamina de difosfato de
uridina.

Definiciones
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Los términos "Fc", "Fc que contiene la proteina" o "molécula que contiene Fc" como se usa en este
documento se refieren a una proteina monomérica, dimérica o heterodimérica que tiene al menos un CH2 de
inmunoglobulina y el dominio CH3. Los dominios CH2 y CH3 pueden formar al menos una parte de la region
dimérica de la proteina/molécula (por ejemplo, anticuerpo).

El término "anticuerpo” pretende abarcar anticuerpos, fragmentos de digestion, las partes especificadas y

las variantes de los mismos, incluyendo, sin limitacion, los miméticos de anticuerpos o que comprende porciones de
anticuerpos que imitan la estructura y/o funcidon de un anticuerpo o fragmento especificado o incluyendo, sin
limitacion, anticuerpos de cadena Unica, anticuerpos de dominio Gnico, minicuerpos y fragmentos de los mismos. Los
fragmentos funcionales incluyen fragmentos de unién al antigeno que se unen al antigeno diana de interés. Por
ejemplo, fragmentos de anticuerpo capaces de unirse a un antigeno diana o porciones de los mismos, incluyendo,
pero no limitado a, Fab (por ejemplo, por digestién con papaina), Fab’ (por ejemplo, por digestién con pepsina y
reduccion parcial) y F(ab’), (por ejemplo, mediante digestion con pepsina), FACB (por ejemplo, por digestién con
plasmina), pFc' (por ejemplo, por digestion con pepsina o plasmina), Fd (por ejemplo, por digestion con pepsina,
reduccioén parcial y reagregacion), Fv o scFv (por ejemplo, mediante técnicas de biologia molecular) fragmentos,
estan abarcados por el término anticuerpo (véase, por ejemplo, Colligan, Immunology, supra).
[0023] EI término "anticuerpo monoclonal" como se usa en el presente documento es una forma especifica de Fc
que contiene la proteina de fusidon que comprende al menos un dominio de unién a ligando que conserva una
homologia sustancial con al menos una de una cadena pesada o ligera del anticuerpo del dominio variable de al
menos una especie de anticuerpo animal.

Digestion enzimatica de anticuerpos

Debido a su unién diana de alta afinidad, Fab también proporciona un resto diana dirigido, por ejemplo, la
conjugacion de toxinas o para incrustar estructuras mas complejas, tales como liposomas. Como una mejora a
vesiculas de lipidos circulantes largos que llevan farmaco encapsulado, dirigidos o se espera que inmunoliposomas
permitan la administracién mas precisa de sustancias activas al tejido enfermo o patdégenos sin afectar las células
normales, reduciendo asi los efectos secundarios. El uso de IgG y Fab como restos de direccionamiento para los
liposomas terapéuticos descritos en US4957735 y Maruyama et al. (1995) Biochim Biophys Acta 1234: 74-80.

La papaina es una proteasa de sulfhidrilo que se ha utilizado para digerir los anticuerpos IgG en cualquiera
de los dos Fab o F(ab’)2, dependiendo de si L-cisteina estd presente o ausente durante la reaccion,
respectivamente. El tratamiento prolongado, o cantidades excesivas de papaina, tipicamente resulta en la digestion
excesiva del dominio Fc, aunque los dominios Fab a menudo permanecen resistentes a la digestién excesiva con
papaina. Esto es porque el dominio Fc contiene sitios de escision de la papaina (secundarios) adicionales (Fig. 1). El
residuo de histidina es la posicion C-terminal de abciximab cuando digestion con papaina se lleva a cabo en
presencia de cisteina.

IgGl humana (SEQ ID NO: 1): A-E-P-K-S-C-D-K-T-H-T-C-P-P-C-P-A-P-E-L-L-G-G
IgG2 humana (SEQ ID NO: 2): C-P-P-L-K-E-C-P-P-C-P-A-P-P-_-V-A-G

IgG3 humana (SEQ ID NO: 3): C-D-T-P-P-P-C-P-R-P-C-P-A-P-E-L-L-G

IgG4 humano (SEQ ID NO: 4) : S-K-Y-G-P-P-C-P-S-C-P-A-P

Mientras que la papaina es una enzima util industrialmente, es de origen vegetal aislado originalmente de la
fruta verde y hojas de Carica papaya (Caricaceae spp). Una enzima de mamifero industrialmente util, es pepsina. La
pepsina es autoactivada y activa un pH bajo ya que es un componente normal del fluido gastrico secretado en el
lumen del estdmago después de comer. Los bajos niveles de la enzima precursora pepsindgena se pueden
encontrar en el suero, pero, puesto que la activacion y la actividad son el acido dependiente, no es fisioldgicamente
relevante a los anticuerpos circulantes. La pepsina escinde IgGl humana entre la leucinazss-leucinazss en la bisagra
inferior. Este sitio de escision esta aguas abajo desde el centro de bisagra (-CPPC-) que contiene dos residuos de
cisteina que enlazan las dos cadenas pesadas mediante enlaces de disulfuro que crean una molécula F(ab’)2 que
es bivalente para la unién del antigeno.

La region de bisagra inferior/CH2, P-A-P-E-L-L-G-G-P-S-V-F (SEQ ID NO: 5) esta dentro del dominio en el
que existen sitios de escision para la MMP-3 y MMP-12 (P-A-P*E-L-L-G (SEQ ID NO: 6) para cada uno), asi como
pepsina y MMP-7 (P-A-P-E-L*L-G para cada uno). Ademas, un grupo de enzimas fisiol6gicamente relevantes;
elastasa de los neutréfilos (HNE), estromelisina (MMP-3) y la elastasa de macrofagos (MMP-12) escinde IgG en
diferentes posiciones para generar sutilmente fragmentos diferentes de F(ab’)2 Fab y Fc (Fig. 3).

Se encontré que un cambio en las interacciones hidréfobas entre cadenas laterales Fc y residuos de azucar
de la columna de oligosacarido presente en las regiones CH2 de la Fc y/o un cambio en las reacciones hidrofilos
entre cadenas laterales Fc y residuos de azucar en regiones CH2 de la preparacion de proteina que contiene Fc
altera la susceptibilidad a la degradacion enzimatica de dichos anticuerpos, lo que resulta en la modulacién de
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diversos aspectos de los procesos de produccién y las acciones biolégicas de dichos anticuerpos. Mas
especificamente, la Fc de Abs con el aumento de las interacciones hidréfobas entre cadenas laterales Fc y residuos
de azucar de columna de oligosacarido presente en las regiones CH2 de la Fc y/o disminucion de reacciones
hidréfilas entre cadenas laterales Fc y residuos de azucar en las regiones CH2 de la Fc que contiene preparacion de
proteina son mas resistentes a la digestion con papaina de Fc que contiene proteinas sin tal aumento y/o
disminucion. Ademas, el Fc de Abs con disminucion de interacciones hidrofobas entre cadenas laterales Fc y
residuos de azucar de la cadena principal de oligosacaridos presentes en las regiones CH2 de la Fc y/o reacciones
hidréfilas incrementadas entre cadenas laterales Fc y residuos de azucar en las regiones CH2 de la Fc que contiene
preparacion de proteina son menos resistentes a la digestion con papaina de Fc que contiene proteinas sin dicha
disminucion y/o aumento.

La presente invencion comprende ademas un método para controlar las propiedades de una molécula que
contiene Fc alterando las interacciones hidréfobas y/o hidréfilas descritas anteriormente.
La presencia o ausencia de glicanos en la molécula que contiene Fc afecta a la afinidad por uno o mas de los
receptores Fc y RI, Fc y RIIAy Fc y RIIIA, la actividad ADCC, macroéfagos o activacion de monocitos, y la semivida
en suero (Lifely et al., Jeffreis, y Wright y Morrison, supra). Por lo tanto, ya que la degradacioén proteolitica es una
medida de la glicosilacién y la glicosilacion es un requisito para las funciones secundarias de un anticuerpo de clase
IgG, la susceptibilidad a la proteolisis se convierte en un marcador para las funciones anteriormente mencionadas de
dicho anticuerpo de clase 1gG. Por ejemplo, el acido sialico tiene una carga neta negativa a pH fisiolégico y, por lo
tanto, podria esperarse la presencia de acido sidlico en el hidrato de carbono Fc unida para alterar la estructura
tridimensional y por lo tanto la conformacion del dominio CH2 y de ese modo afectar la accesibilidad Fc por enzimas
proteoliticas. En consecuencia, el contenido de acido sidlico del oligosacarido unido al dominio CH2 es un
determinante de la susceptibilidad proteolitica y la tasa de escision proteolitica es una medida del contenido de acido
sialico de la IgG u otra proteina que contiene Fc.

Enriquecimiento de las glicoformas de Fc que contienen proteinas

Un enfoque para la preparacion de sublotes de una proteina particular que contiene Fc, que difieren en
contenido y estructura de glicano consiste en tomar una preparacion de proteina que contiene Fc con oligosacaridos
heterogéneos Fc, incluyendo moléculas tanto glicosiladas como aglicosiladas, y pasarla a través de una columna
que contiene una lectina inmovilizada que tiene afinidad diferencial para, por ejemplo, oligosacaridos sialilados y
asialilados. El flujo no vinculante (T, por) o la fracciéon de columna no unida se pueden separar de la fraccion unida
(B, vinculada), recogida mientras que pasa el tampon de elucion a través de la columna. También puede ser posible
recoger por separado una fraccion débilmente unida o de la columna de fraccion retardada (R, retrasada), por
ejemplo, mediante la recopilacion de Fc que contiene proteina que eluye durante continuo lavado de la columna con
el tampdn de muestra original. Dependiendo de la lectina utilizada, se espera que la fraccion de union tenga un
sacarido superior, por ejemplo, acido sialico, el contenido, por tanto, contenido oligosacarido, que la fraccién no
vinculante.

Los ejemplos de lectinas que pueden enriquecerse para proteinas que contienen Fc sialilada o asialilada
son la lectina de Maackia amurensis (MAA), que se une especificamente oligosacaridos con acido sialico terminal, y
la aglutinina de germen de trigo de lectina (WGA), que se une especificamente oligosacaridos ya sea con acido
sialico terminal o N-acetilglucosamina terminal (GIcNAc). Otro ejemplo es la lectina Ricina | (RCA), que se une
oligosacaridos con galactosa terminal. En el dltimo ejemplo, la fraccion de flujo pasante no vinculante puede
enriquecerse para moléculas que contienen Fc sialilada. Otras lectinas conocidas en la técnica incluyen las
proporcionadas por Vector Labs y EY Labs.

Modificacion enzimatica de proteinas que contienen Fc

Un enfoque alternativo para la preparacion de sublotes de una proteina que contiene Fc que difieren en el
contenido de glucano consiste en tratar una parte de una preparacion de proteina que contiene Fc con una
sacarasa, tal como una fucosidasa o enzima de sialidasa, eliminando de este modo los residuos especificos de
azucar, por ejemplo, fucosa o acidos sialicos. El material resultante afucosilada o asialilada puede ser comparado
con el material original, parcialmente fucosilado o sialilado de las diferencias en la actividad biolégica.

La adicion de sacaridos a la region Fc también se puede lograr utilizando métodos de glicosilacion in vitro.
Glicosiltransferasas naturales funcionan para sintetizar oligosacaridos. Producen productos especificos con
excelente geometria estereoquimica y regioquimica. La transferencia de los resultados de residuos de glicosilo en el
alargamiento o la sintesis de un oligo o polisacarido. Un numero de tipos de glicosiliransferasa se han descrito,
incluyendo sialiltransferasas, fucosiltransferasas, galactosiltransferasas, manosiltransferasas, N-
acetilgalactosaminiltransferasas, N-acetilglucosaminiltransferasas y similares.

Las glicosiltransferasas que son Utiles en la presente invencion incluyen, por ejemplo, a-sialiltransferasas,
a-glucosiltransferasas, o-galactosiltransferasas, a-fucosil-transferasas, a-manosiltransferasas, a-xilosiltransferasas,
a-N-acetilhexosaminiltransferasas, B-sialiliransferasas, [-glucosiltransferasas, p-galactosiliransferasas, B-fuco-
siltransferasas, [-manosiltransferasas, B-xilosiltransferasas, y B-N-acetilhexosaminiltransferasas, tales como de
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Neisseria meningitidis, u otras fuentes bacterianas, y de rata, ratén, conejo, vaca, cerdo, fuentes virales humanas y
de insectos. Preferiblemente, la glicosiliransferasa es una variante de truncamiento de la enzima de
glicosiltransferasa en la que se ha suprimido el dominio de unién a membrana.

Galactosiltransferasas ejemplares incluyen a(1,3) galactosiltransferasa (E.C. N° 2.4.1.151, véase, por
ejemplo, Dabkowski et al, Transplant Proc 25: 2921 (1993) y Yamamoto et al. Nature 345: 229-233 (1990)) y a(1,4)
galactosiltransferasa (E.C. N° 2.4.1.38). Otras glicosiltransferasas se pueden utilizar, tal como una sialiltransferasa.

Una a(2,3) sialiltransferasa, a menudo denominada sialiltransferasa, se puede utilizar en la produccion de
lactosa de sialilo o estructuras de orden superior. Esta enzima transfiere acido sialico (NeuAc) a partir de acido
CMP-sialico a un residuo de Gal con la formacién de un enlace a entre los dos sacaridos. La union (enlace) entre los
sacaridos esta entre la posicion 2 de NeuAc y la posicion 3 de Gal. Una a(2,3) sialiltransferasa ejemplar denominada
como a, (2,3)sialiltransferasa (EC 2.4.99.6) transfiere acido sialico al terminal no reductor de Gal de un Gal31—3Glc
disacarido o glicosido. Véase, Van den Eijnden et al., J. Biol. Chem., 256: 3159 (1981), Weinstein et al, J. Biol.
Chem., 257: 13845 (1982) y Wen et al, J. Biol. Chem., 267: 21011 (1992). Otro ejemplo de a-2,3- sialiltransferasa
(E.C. 2.4.99.4) transfiere acido sialico al terminal no reductor de Gal del disacarido o glucdsido. Véase, Rearick et
al., J. Bio I. Chem., 254: 4444 (1979) y Gillespie et al, J. Biol. Chem., 267: 21004 (1992). Enzimas ejemplares
adicionales incluyen Gal-B-1,4- GIcNAc a-2,6 sialiliransferasa (Véase, Kurosawa et al. Eur J. Biochem 219: 375-381
(1994)).

Otras glucosiltransferasas particularmente Utiles en la preparacion de oligosacaridos de la invencion son las
manosiltransferasas incluyendo a(1,2) manosiltransferasa, a(1,3) manosiltransferasa, (1,4) manosiltransferasa, Dol-
P-Man sintasa, OCH1, y Pmt1.

Todavia otras glucosiliransferasas incluyen N-acetilgalactosaminiltransferasas incluyendo a(1,3) N-
acetilgalactosaminiltransferasa, 3(1,4) N-acetilgalactosaminiltransferasas (Nagata et al. J. Biol Chem 267: 12082-
12089 (1992) y Smith et al. J. Biol Chem. 269: 15162 (1994)) y polipéptido N-acetilgalactosaminiltransferasa (Homa
et al. J. Biol Chem. 268: 12609 (1993)). N-acetilglucosaminiltransferasas adecuadas incluyen GnTl (2.4.1.101, Hull et
al, BBRC 176: 608 (1991)), GnTIl, y GnTIll (Ihara et al. J. Biolchem 113: 692 (1993)), GnTV (Shoreiban et al. J. Biol
Chem 268: 15381 (1993)).

Para aquellas realizaciones en las que el método ha de practicarse a escala comercial, puede ser ventajoso
inmovilizar la glicosiltransferasa en un soporte. Esta inmovilizacién facilita la eliminacion de la enzima del lote de
producto y la posterior reutilizacion de la enzima. Inmovilizacion de glicosiltransferasas se puede lograr, por ejemplo,
mediante la eliminacion de la transferasa de su dominio de unién a membrana, y adjuntando en su lugar un dominio
de unién a celulosa. Un experto en la técnica entendera que otros métodos de inmovilizacion también podrian
utilizarse y se describen en la literatura disponible.

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

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

Un método alternativo de preparacion de oligosacaridos es mediante el uso de una glicosiltransferasa y
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derivados de glicosilo activado como azucares donantes obviando la necesidad de nucledtidos de azicar como
azucares donantes como se ensefia en la patente de los Estados Unidos. 5.952.203. Los derivados de glicosilo
activado actuan como suplentes de sustratos naturales, que son nucledtidos de azlcar caros, generalmente
difosfoazucares de nucleétidos o monofosfoazicares de nucledtidos en que el fosfato de nucleétidos esta o-
vinculado a la posicion 1 del azucar.

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

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

Un componente adicional de la reaccién es una cantidad catalitica de un fosfato de nucledsido o analogo.
Monofosfatos de nucledsido que son adecuados para uso en la presente invencion incluyen, por ejemplo,
monofosfato de adenosina (AMP), monofosfato de citidina (CMP), monofosfato de uridina (UMP), monofosfato de
guanosina (GMP), monofosfato de inosina (IMP) y monofosfato de timidina (TMP). Trifosfatos de nucledsido
adecuados para su uso de acuerdo con la presente invencion incluyen trifosfato de adenosina (ATP), trifosfato de
citidina (CTP), trifosfato de uridina (UTP), trifosfato de guanosina (GTP), trifosfato de inosina (ITP) y trifosfato de
timidina (TTP). Un trifosfato de nucledsido preferido es el UTP. Preferiblemente, el fosfato de nucledsido es un
difosfato de nucledsido, por ejemplo, difosfato de adenosina (ADP), difosfato de citidina (CDP), difosfato de uridina
(UDP), difosfato de guanosina (GDP), difosfato de inosina (IDP) y difosfato de timidina (TDP). Un difosfato de
nucledsido preferido es UDP. Como se sefiald anteriormente, la presente invencion también puede practicarse con
un analogo de los fosfatos de nucledsidos. Analogos adecuados incluyen, por ejemplo, sulfatos de nucleésidos y
sulfonatos. Todavia otros analogos incluyen fosfatos sencillos, por ejemplo, pirofosfato. [0046] Un procedimiento
para la modificacién de proteinas recombinantes producidas, en, por ejemplo, células murinas en donde la forma
hidroxilada de acido sialico predomina (NGNA), es para el tratamiento de la proteina con sialidasa, para eliminar
NGNA de tipo acido sialico, seguido de galactosilacion enzimatica usando el el agente reactivo, UDP-Gal y betal, 4
Galtransferasa para producir glicoformas G2 altamente homogéneas. La preparacion puede entonces,
opcionalmente, ser tratada con el reactivo de CMP-NANA vy alfa-2,3 sialiltransferasa para dar glicoformas G2S2
altamente homogéneas.

Para los propésitos de esta invencion, sustancialmente homogéneo para una glicoforma se entendera por
aproximadamente el 85% o mayor de esa glicoforma vy, preferiblemente de aproximadamente 95% o mayor de esa
glicoforma.

Caracterizacion estructural de variantes de acido sialico

Para la caracterizacion estructural de las variantes de acido sidlico que contienen oligosacaridos, las
preparaciones de glicoproteina incluyendo preparaciones de anticuerpos fueron tratadas con péptido-N-glicosidasa F
para liberar los oligosacaridos N-ligados. La enzima péptido-N-glicosidasa F (PNGasa F) escinde oligosacaridos
ligados a asparaginas. Los oligosacaridos liberados estan etiquetados con fluorescencia con acido antranilico (acido
2-aminobenzoico), se purificaron y analizaron por HPLC segun lo estipulado (véase Anumula, K.R. y Dhume ST
Glycobiology 1998 Jul; 8 (7): 685-94). Alternativamente, los oligosacaridos liberados pueden ser sometidos a MALDI-
TOF-MS, como se describe en el presente documento o para ESI-MS. Los oligosacaridos separados como diversos
pesos moleculares discretos, tales como GO, G1, G2, G2S1 y G2S2, por estos métodos pueden ser detectados y
cuantificados.

Caracterizacion biolégica de variantes de glicoforma

Proteinas que contienen Fc pueden ser comparadas para la funcionalidad por varios ensayos in vitro bien
conocidos. En particular, la afinidad para los miembros de la familia FcyRI, FcyRIl, y FcyRIlIl de receptores Fcy es de
interés. Estas mediciones se podrian hacer mediante el uso de formas solubles recombinantes de los receptores o
las formas asociadas a células de los receptores. Ademas, la afinidad para FcRn, el receptor responsable de la
prolongada vida media en circulacion de las I1gG, se puede medir, por ejemplo, mediante BlAcore usando FcRn
soluble recombinante. Ensayos funcionales basados en células, tales como ensayos de ADCC y ensayos de CDC,
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proporciona una visién de las consecuencias funcionales probables de estructuras de variante particulares. En una
realizacion, el ensayo de ADCC esta configurado para que células NK sean la célula efectora primaria, reflejando asi
los efectos funcionales sobre el receptor FcyRIIIA. Ensayos de fagocitosis también se pueden usar para comparar
las funciones efectoras inmunes de diferentes variantes, al igual que ensayos que miden las respuestas celulares,
tales como superéxido o liberacion de mediadores inflamatorios. Modelos in vivo se pueden utilizar también, como,
por ejemplo, en el caso de la utilizacion de variantes de anticuerpos anti-CD3 para medir la activacion de células T
en ratones, una actividad que depende de los dominios Fc de acoplamiento que vinculan ligandos especificos, tales
como receptores de Fey.

Procesos de produccion de proteinas

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

En ofra realizacion, las condiciones usadas para purificar y procesar adicionalmente proteinas que
contienen Fc se establecen que favoreceran el contenido de glucano 6ptimo. En una realizacién, las condiciones
producen contenido de oligosacarido maximo o minimo o provocan la transformacién del polipéptido que contiene Fc
expresado en una glicoforma predominante. Por ejemplo, ya que el acido sidlico es de acido labil, la exposicion
prolongada a un entorno de pH bajo, tal como después de la elucién de columna de cromatografia de proteina A o
esfuerzos de inactivacion viral, pueden conducir a una reduccion en el contenido de acido sialico.

Seleccion de células huésped o ingenieria de célula huésped

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

En una realizaciéon en la que se controla el contenido de acido sidlico, la célula huésped es una célula que
es naturalmente deficiente o carente de sialiltransferasas. En otra realizacion, la célula huésped se modifica
genéticamente para ser desprovista de sialiltransferasas. En una realizacién adicional, la célula huésped es una
linea celular huésped derivada seleccionada para expresar niveles reducidos o indetectables de sialiltransferasas.
En aun otra realizacion, la célula huésped es naturalmente desprovista de, o se modifica genéticamente para ser
desprovista de la sintetasa de acido sialico de CMP, la enzima que cataliza la formacién de acido sialico CMP, que
es la fuente de acido sidlico utilizado por sialiltransferasa para transferir acido sialico al anticuerpo. En una
realizacion relacionada, la célula huésped puede ser naturalmente desprovista de, o esta modificada genéticamente
para ser desprovista de la sintetasa de acido piravico, la enzima que forma acido sialico a partir de acido piravico.

En una realizacién adicional, la célula huésped puede ser naturalmente desprovista de, o esta modificada
genéticamente para ser desprovista de, galactosiltransferasas, de manera que los anticuerpos expresados en dichas
células carecen de galactosa. Sin galactosa, no se adjuntara acido sidlico. En una realizaciéon separada, la célula
huésped puede, naturalmente, sobreexpresar, o ser modificada genéticamente para sobreexpresar, una enzima de
sialidasa que elimina el acido sialico de los anticuerpos durante la produccion. Tal enzima de sialidasa puede actuar
intracelularmente en anticuerpos antes de que los anticuerpos se secretan o se secretan en el medio de cultivo y
actuan sobre los anticuerpos que ya han sido secretados en el medio y pueden contener ademas una galactasa.
Métodos de seleccion de lineas celulares con glicosilasas alteradas y que expresan glicoproteinas con
composiciones de carbohidratos alterados han sido descritos (Ripka y Stanley, 1986. Somatic Cell Mol Gen 12: 51-
62; US2004/0132140). Métodos de ingenieria de células huésped para producir anticuerpos con patrones de
glicosilacion alterados resultantes en una mayor ADCC se han ensefiado en, por ejemplo, la patente de los Estados
Unidos 6.602.864, en la que las células huésped albergan un acido nucleico que codifica al menos una glicoproteina
de la modificacion de transferasa de glicosilo, especificamente B (1,4)-N-acetilglucosaminiltranferasa Il (GnTIII).

Otros enfoques para la ingenieria genética de las propiedades de glicosilacién de una célula huésped
mediante la manipulacién de la glicosiltransferasa de célula huésped implican la eliminacién o supresion de la
actividad, como se ensefia en EP1,176,195, especificamente, alphal, 6 fucosiltransferasa (producto del gen FUTS8).
Seria conocido para un experto en la técnica poner en practica los métodos de la ingenieria de la célula huésped en
condiciones diferentes de los ejemplos especificos citados anteriormente. Ademas, la célula huésped de ingenieria
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puede ser de origen mamifero o puede ser seleccionado de COS-1, COS-7, HEK293, BHK21, CHO, BSC-1, Hep
G2, 653, SP2/0, 293, HelLa, mieloma, linfoma, levadura, células de insecto o vegetales, o cualquier derivado, células
inmortalizadas o transformadas.

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

Anticuerpos

Un anticuerpo descrito en esta solicitud puede incluir o ser derivado de cualquier mamifero, tal como, pero
no limitado a, un ser humano, un ratén, un conejo, una rata, un roedor, un primate, o cualquier combinacion de los
mismos e incluye anticuerpos aislados humanizados y/o injertados con CDR, humanos, de primate, de roedores, de
mamiferos, quiméricos, variantes de inmunoglobulinas, productos de escision y otras partes especificadas. La
invencion también se refiere a la codificacion de anticuerpo o acidos nucleicos complementarios, vectores, células
huésped, composiciones, formulaciones, dispositivos, animales transgénicos, plantas transgénicas, y métodos de
fabricacion y uso de los mismos, como se describe en el presente documento conjuntamente en combinacion con lo
que se conoce en el arte.

Los anticuerpos o proteinas de fusién Fc descritas en este documento se pueden derivar de varias maneras
bien conocidas en la técnica. En un aspecto, los anticuerpos se obtienen convenientemente a partir de hibridomas
preparados por inmunizacién de un ratén con los péptidos diana. Asi, los anticuerpos se pueden obtener usando
cualquiera de las técnicas de hibridoma bien conocidas en la técnica, véase, por ejemplo, Ausubel, et al, ed, Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, NY (1987-2001); Sambrook et al, Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 22 edicion, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989); Harlow y Lane, antibodies, a
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989); Colligan, et al, eds, Current Protocols in Immunology,
John Wiley & Sons, Inc., Nueva York (1994-2001); Colligan et al., Current Protocols in Protein Science, John Wiley &
Sons, Nueva York, NY, (1997-2001).

Los anticuerpos o proteinas de fusién Fc o componentes y dominios de los mismos también pueden ser
obtenidos a partir de la seleccion de bibliotecas de tales dominios o componentes, por ejemplo, una biblioteca de
fagos. Una biblioteca de fagos puede ser creada mediante la insercion de una biblioteca de oligonucledtidos
aleatorios o una biblioteca de polinucleétidos que contienen secuencias de interés, tales como a partir de las células
B de un animal o humano inmunizado (Smith, GP 1985. Science 228: 1315-1317). Bibliotecas de fagos de
anticuerpos contienen pares de region de cadena variable pesada (H) y ligera (L) en un fago que permiten la
expresion de fragmentos Fv de cadena unica o fragmentos Fab (Hoogenboom, et al. 2000, Immunol. Today 21 (8)
371-8). La diversidad de una biblioteca de fagémidos puede ser manipulada para aumentar y/o alterar las
inmunoespecificidades de los anticuerpos monoclonales de la biblioteca de producir y luego identificar anticuerpos
humanos monoclonales adicionales deseables. Por ejemplo, lo genes que codifican moléculas de cadena pesada
(H) y cadena ligera (L) de inmunoglobulina pueden ser mezclados al azar (barajados) para crear nuevos pares de HL
en una molécula de inmunoglobulina ensamblada. Ademas, cualquiera o ambos de los genes de codificacion de
cadena H y L pueden ser mutagenizadas en una region determinante de la complementariedad (CDR) de la region
variable del polipéptido de inmunoglobulina, y posteriormente examinados para capacidades de afinidad y
neutralizacion deseables. Bibliotecas de anticuerpos también pueden ser creadas sintéticamente mediante la
seleccion de una o mas secuencias de marco humano y la introduccién de colecciones de casetes de CDR
derivadas de repertorios de anticuerpos humanos o mediante la variacion disefiada (Kretzschmar y von Ruden 2000,
Current Opinion in Biotechnology, 13: 598-602). Las posiciones de diversidad no se limitan a CDR, pero también
pueden incluir los segmentos de marco de las regiones variables o pueden incluir otras de regiones variables de
anticuerpos, tales como péptidos.

Otras bibliotecas de componentes de union diana que pueden incluir otras que las regiones variables de
anticuerpos son muestras de ribosoma, muestras de levadura, y muestras bacterianas. Muestras de ribosoma son
un método de la conmutacién de ARNm en sus proteinas cognadas, manteniendo la proteina unida a la ARN. La
secuencia de codificacion de acido nucleico se recupera por RT-PCR (Mattheakis, L.C. et al. 1994. Proc. Natl. Acad.
Sci. EE.UU. 91, 9022). Muestras de levadura se basan en la construccién de proteinas de fusion del receptor
asociado a receptor de adhesion de levadura alfa-aglutinina asociado a membrana, agal y aga2, una parte del
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sistema de tipo de apareamiento (Broder, et al. 1997. Nature Biotechnology, 15: 553-7). Muestras bacterianas se
basan en la fusion de la diana a las proteinas bacterianas exportadas que se asocian con la membrana celular o
pared celular (Chen y Georgiou 2002. Biotechnol Bioeng, 79: 496-503).

En comparacion con la tecnologia del hibridoma, fago y otros métodos de muestras de anticuerpos permiten
la posibilidad de manipular la seleccion contra el antigeno diana in vitro y sin la limitacién de la posibilidad de efectos
de acogida en el antigeno o viceversa.

También se describe un método para producir un anticuerpo o proteina de fusién con Fc, que comprende
conmutar el acido nucleico que se codifica bajo condiciones in vitro, in vivo o in situ, de tal manera que el péptido o
el anticuerpo se expresa en cantidades detectables o recuperables.

Efecto de glicanos de Fc en la estructura del anticuerpo

Los fragmentos Fc de IgG humana de glicoformas G2 y GO han sido co-cristalizados en la formacién de
complejos con el péptido MiniZ, una version 2-hélice disefiada (Z34C) del dominio B de la proteina A, y sus
estructuras cristalinas de rayos X se resolvieron en 1,65 y 2,3A, respectivamente. El péptido MiniZ se utilizé para
ayudar en el aumento de la resolucion de la estructura cristalina de Fc, y que ayudaria en la creacion de estructuras
cristalinas de alta resolucion de las glicoformas homogéneas de Fc (Kelley et al, 1992; Braisted et al, 1996;
Starovasnik et al, 1997; Deisenhofer, 1981; Sauer et al, 1995).

Ambas estructuras cristalinas muestran que el fragmento Fc de IgG+ es un dimero unido a disulfuro de dos
cadenas pesadas idénticas que consisten en dominios de CH, y CHs. Cada porcion de cadena pesada esta
relacionada por un eje de dos veces casi perfecto. El complejo G2 y GO con MiniZ (G2-MiniZ) se cristalizé como un
Unico fragmento Fc unido a una molécula MiniZ en la unidad asimétrica. La diferencia entre los dominios CH, y CH3
resulta de los factores de alta temperatura asociados con dos bucles situados cerca de la parte inferior del dominio
CHoa, uno de los cuales esta unido al resto de oligosacarido. El dominio de CHj3 tiene un factor de temperatura global
menor debido a su contacto de embalaje con una cadena relacionada con simetria, pero contiene dos regiones de
bucle que estan expuestas al disolvente y que tienen factores de alta temperatura.

Estructura de oligosacaridos G2

El complejo G2-MiniZ contiene dos oligosacaridos biantenarios complejos idénticos consistiendo cada uno
de 4 GIcNAc, 3 Man, 2 Gal, y 1 Fuc. Los residuos de azucar, de GIcNAc vinculado a Asn297 hasta el nucleo de
manosa y a lo largo de la rama a 1 — 6- hasta el residuo Gal tienen factores de baja temperatura. Los residuos de
GIcNAc y Gal en larama a 1 — 3 no estan tan bien resueltos como con Gal en larama a 1 — 6. Los residuos de Gal
y GIcNAc en la rama a 1 — 3 posiblemente tienen multiples conformaciones. El Fuc unido a la GIcNAc que a su vez
se vinculo a Asn297 también tiene factores de alta temperatura y también puede adoptar multiples conformaciones.
Se observé un total de seis enlaces de hidrogeno (enlaces de H) entre los residuos de azucar y residuos de
aminoacidos en el complejo G2-MiniZ (Fig. 11). El residuo nucleo de GIcNAc enlazado a Asn297 forma un enlace de
H con el Arg 301. El segundo GIcNAc en la regién del nacleo se enlaza de H con Lys246. El residuo Gal presente en
la rama a 1 — 6 se enlaza de H con Lys 246 y Thr260 y el residuo GIcNAc que lleva residuo Galenlaramaa 1 — 6
se enlaza de H con Asp 265. Los azucares de ambos mondmeros Fc tienen muy poco contacto entre si excepto que
hay una interaccion de tipo carbohidrato-carbohidrato entre los dos residuos de Man (Fig. 11) enlaramaa 1 — 3 de
dos oligosacaridos y estan en la superficie enterrada.

Comparacion de la estructura de carbohidratos de glicoformas G2 y G0

Cuando los dominios de CH2 o CH3 se superponen, la orientacion relativa del nucleo y residuos de azucar
de rama a 1 — 6- permanece constante para los complejos G2 y GO que sugieren muy poca libertad de movimiento.
En las estructuras cristalinas, la rama de a 1 — 3 se mueve por tanto hasta 0,83A al comparar el residuo GIcNAc en
los complejos G2 y GO. La manosa de la cadena A en la rama a 1 — 3 tiene poco contacto hidr6fobo con la manosa
a 1 — 3 de la cadena B (Figs. 11 y 12). En la glicoforma G2, Gal 02 se enlaza de H a Thr 260 OG1 y también es
2,8A desde el oxigeno del carbonilo de Pro244. En la glicoforma GO, Lys 246 ya no se enlaza de hidrogeno a
GIcNAc (Fig. 12). Dado que el Gal se ha ido en la rama a 1 — 6, el tramo desde Pro244 a Pro 247 seria
desestabilizaria ligeramente en complejo GO-MiniZ. El agua ahora ocupa el espacio cerca de donde el Gal O-2
residia y ahora tiende un puente sobre el oxigeno del carbonilo de Pro244 a Thr 260, que proporciona parte de la
energia de estabilizacion. En ausencia de residuos de Gal y GIcNAc, el complejo G-2-MiniZ también tiene
propiedades estructurales similares al complejo GO-MiniZ.

En las estructuras de rayos X, a medida que la estructura de carbohidrato se trunca, la estructura terciaria
de Fc parece estar afectada como lo demuestra la pérdida de resolucion en la estructura de rayos X y el aumento
uniforme en factores B (Krapp et al, 2003). El estudio de RMN usando etiquetado 13C selectivo de los glicanos en
una IlgG2b murina apoya los hallazgos de los datos de rayos X (Gilhespy et al, 1994; Yamaguchi et al, 1998). En
este estudio de RMN, los investigadores concluyeron que la movilidad de la cadena de hidrato de carbono es
comparable a la de la cadena de esqueleto del polipéptido con la excepcion del residuo de galactosa en el extremo
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no reductor de la rama a 1 — 3 que es extremadamente moévil y que la agalactosilation no induce ningin cambio
significativo en la movilidad (Yamaguchi et al, 1998).

La importancia de la glicosilacién IgG en el Fc ha sido estudiada durante varias décadas y la literatura
contiene mucha informacion sobre el impacto de los glicanos Fc sobre la actividad biolégica de las IgG. Ademas de
estos aspectos, en la presente memoria se discute un nuevo aspecto del impacto de glicanos Fc sobre la resistencia
a anticuerpo a las proteasas. Ahora esta claro que los glicanos de Fc de anticuerpos aumentan la resistencia a las
proteasas (Raju y Scallon, 2006). Analisis estructurales de FC por rayos X y estudios de RMN muestran una
interaccién hidrofoba entre los dos residuos de nucleo Man de la rama a 1 — 3 de dos oligosacaridos complejos
(véase Fig. 13) (Laskowski et al, 1996; Wormald et al, 1997; Yamaguchi et al, 1998; Krapp et al, 2003). Esta
interaccién hidrofoba parece ser necesaria para mantener la adecuada conformacion Fc para proporcionar aumento
de resistencia a las proteasas. La glicosilacion Fc también es necesaria para que las IgG exhiban actividades ADCC
y CDC que subraya la importancia de la interaccion hidréfoba entre los dos residuos de Man. Sin esta interaccion
hidréfoba, la molécula de anticuerpo puede sobresalir un poco, lo que a su vez aumenta el volumen hidrodinamico
alterando asi la confirmacion en el dominio CH,. Esta perturbacion estructural puede ser responsable de la mayor
sensibilidad de la proteasa, y la pérdida de las actividades ADCC y CDC de anticuerpos aglicosilados (o
desglicosilados). Junto con los rayos X y el andlisis estructural de RMN, los estudios de microcalorimetria de
exploracion diferencial de IgG2b glicosilada y aglicosilada de raton-Fc revel6 diferencias significativas en la
estabilidad de los dominios CH, y CH3 entre las formas glicosiladas y aglicosiladas (Tishchenko, 1998). La energia
libre de estabilizacion del dominio aglicosilado CH; disminuyd, lo que sugiere que sea menos estructurado, de
acuerdo con la susceptibilidad incrementada observada a las proteasas (Tishchenko, 1998; Simonson y Brunger,
1992).

Curiosamente, conclusiones similares pueden extraerse de los estudios comparativos de glicoformas
galactosiladas (G2) y agalactosiladas (GO) de fragmentos de IgG1-Fc humana, con una entalpia inferior para la
glicoforma GO, en relacion con la glicoforma G2, siendo evidente, posiblemente reflejando la pérdida de
interacciones entre los oligosacaridos y dominios CH; (Ghirlando et al, 1999; Tao y Morrison, 1989). Estos datos se
han interpretado como el apoyo a la propuesta de que en la ausencia de un residuo de galactosa de ramaa 1 — 6
de la cadena de oligosacarido es mas movil (Corper et al, 1997; Ghirlando et al, 1999). La contribuciéon de Phe 241 y
Phe 243, Asp 265 y Arg 301 puede proporcionar la mayor parte de la estabilizacion para interaccion de
oligosacaridos CH; y la energia de estabilizacion restante proviene de las interacciones de Gal (en rama a 1 — 6)
con residuos de Lys 246 y Thr 260 (véanse las Fig. 11-13). Estas interacciones hidrofilicas e hidrofobicas entre los
residuos de galactosa y de aminoacidos pueden jugar un papel en el aumento de la afinidad de unién de anticuerpos
galactosilados a la proteina C1q. Sin embargo, tales interacciones también pueden aumentar la accesibilidad de los
residuos de aminoacidos a las proteasas, disminuyendo asi la resistencia de anticuerpos galactosilados a las
proteasas.

Aunque ninguna solucion ni datos de cristal estan disponibles para anticuerpos sialilados, se cree que las
interacciones moleculares entre residuos de acido sialico y residuos de aminoacidos son las razones para la
disminucion de la resistencia de anticuerpos sialilados a las proteasas. El acido sialico esta cargado negativamente y
mas voluminoso que la mayoria de los monosacaridos que se encuentran en las glicoproteinas de origen animal. La
carga y voluminosidad también podrian afectar la conformacion Fc y por lo tanto afectar la estabilidad del anticuerpo
y actividad bioldgica. Variaciones estructurales menores en glicanos Fc no sélo afectan a las funciones de
anticuerpos, sino también afectan a la resistencia de anticuerpo a las proteasas y por lo tanto afectan a la estabilidad
del anticuerpo.

Tras haber descrito la invencion en términos generales, las realizaciones de la invencion se describiran
adicionalmente en los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1: Aislamiento de dominio Fc de IgG

) La papaina se obtuvo de Sigma y PNGasa F (péptido N-glucosidasa F) se obtuvo de New England Biolabs.
Acido sinapico se obtuvo de Fluka. Los analisis MALDI-TOF-MS se llevaron a cabo utilizando la estacion de trabajo
Voyager DE Biospectrometry (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Las muestras de anticuerpo se desglicosilaron por tratamiento con PNGasa F en tampén Tris-HCI de 20
mM, pH 7,0. Las muestras de anticuerpo desglicosiladas se purificaron en una columna de proteina A (cartuchos de
proteina A HiTrap se obtuvieron de Amersham Biosciences) y se analizaron por MALDI-TOF-MS para la pureza.

Las muestras de anticuerpo (en ~ 1 mg/ml, antes y después de la desglicosilacion) fueron tratadas con
papaina (1:50, en peso) en tampodn Tris-HCI de 20 mM, pH 7,0, que contenia 2 mM de L-cisteina y alicuotas se
retiraron a intervalos de tiempo fijos (0, 15, 30, 60, 90 minutos, seguido de a 2, 3, 4, 5, 6, 8 y 24 horas). Las partes
alicuotas (aproximadamente 2 pl) se mezclaron inmediatamente con 2 pl de solucion de matriz (la soluciéon matriz se
preparo disolviendo 10 mg de acido sinapico en 1,0 ml de 50% de acetonitrilo en agua que contiene 0,1% de acido
trifluoroacético) y 2 pl de esta solucion se cargo en la placa diana MALDI y se dej6 secar al aire antes del analisis.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2637918 T3

Datos MALDI-TOF-MS indica que la desglicosilacién de IgG en condiciones nativas con PNGasa F es
completo y que no destructivo (ver Figs. 4A-G).

El analisis MALDI-TOF-MS de alicuotas retiradas en intervalos de tiempo fijos sugieren que la mayoria de la
desglicosilada IgG fue digerido por papaina dentro de una hora mientras que la digestion completa de IgG control
(glicosilada) realiza mas de 4 horas. Los fragmentos Fc (a 10 KDa y 23,7 KDa) de IgG desglicosilada se observan en
la digestion de 30 minutos con papaina y la mayor parte del Fc desglicosilada se digirié en fragmentos dentro de las
4 horas. Fragmentos Fc de IgG glicosilada se observan después de solo 4 horas de digestion con papaina a 1:50
(en peso) de enzima a relacion de sustrato y requiere mas de 24 horas para convertir completamente Fc glicosilada
en fragmentos mas pequefios a 10 KDa y 23,7 KDa.

Durante los intentos de aislar fragmentos Fc de diferentes anticuerpos IgG, se observo que la eliminacion
previa de los glicanos del dominio CH2 aumenté la velocidad de degradacién de papaina mediada por el dominio Fc,
lo que hace mas dificil la obtencién de Fc intacta de IgG desglicosiladas (o aglicosiladas). Experimentos de
evolucion de tiempo posteriores que comparan versiones glicosiladas y desglicosiladas de ambos anticuerpos de
IgG y dominios de Fc purificados mostraron que, en ambos casos, la velocidad de degradacion de Fc en las
moléculas desglicosiladas era de al menos 4-8 veces mas rapido en comparacion con sus homélogos glicosilados.
Estos resultados indican que la presencia de glicanos de dominio CH2 aumenta la resistencia a la degradacion
mediada por la papaina de los dominios Fc. También sugiere que, dado que IgG que carecen de glicosilacion
parecen no tener una estructura definida de Fc y no se unen a receptores Fc, la sensibilidad de papaina puede
constituir un medio adicional para evaluar la estructura adecuada de Fc.

Ejemplo 2: La digestion de papaina de glicoformas homogéneas

Para evaluar los parametros de la digestion con papaina de las preparaciones de anticuerpos
sustancialmente homogéneos con respecto a sus patrones de glicosilacion, muestras de anticuerpo se modifican
enzimaticamente para producir tal preparacién para las pruebas tal como se describe a continuacioén.

Para galactosilatar muestras de anticuerpo purificadas mediante el método enzimatico, se afiadieron 3-1,4-
galactosiltransferasa bovina (8-1,4GT) y UDP-Gal obtenida de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO) a las muestras
de anticuerpo. a-2,3-Sialiltransferasa de higado de rata recombinante (a-2,3ST), a-1,3-galactosiliransferasa
recombinante (a 1,3GT) y CMP-Sia se obtuvieron de Calbiochem (San Diego, CA). PNGasa F se obtuvo de New
England Biolabs (Beverly, MA) o desde Prozyme (San Leandro, CA) o de Selectin BioSciences (Pleasant Hill, CA).
B-Galactosidasa y B-glucosaminidasa de Diplococcus pneumoniae se obtuvieron a partir desde ProZyme o desde
Selectin BioSciences. 3-Galactosidasa de rifion bovino y todas las otras enzimas eran de ProZyme o de Selectin
BioSciences. Columnas de proteina A NAP-5 y HiTrap eran de Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ). Todos los
demas reactivos fueron de grado analitico.

Los anticuerpos de prueba para estos analisis incluyen IgG Abs monoclonales con IgGl humana y regiones
constantes kappa expresadas en células de mieloma de ratéon Sp2/0 transfectadas. Los Mabs son completamente
humanos o un MAb quimérico de ratén/humano especifico para, por ejemplo, TNF humano.

Estructuras biantenarias totalmente galactosilatadas pero no sialiladas se designan glicoformas G2.
Anticuerpos G2 se prepararon sometiendo muestras de IgG en tampon MES 100 mM (pH 7,0) (~10 mg en 1,0 ml de
tampon) a 50 miliunidades de $1,4GT, 5 ymol de UDP-Gal, y 5 ymol de MnCI2 a 37°C durante 24 horas. Se afadio
otra alicuota de enzima y UDP-Gal y la mezcla se incubé durante 24 horas adicionales a 37°C. Las muestras de IgG
regalactosiladas se purificaron usando una columna A de proteina A HiTrap. Los oligosacaridos fueron liberados por
PNGasa F y se caracterizaron mediante MALDI-TOF-MS y mediante HPLC como se describen a continuacion. Se
encontré que las preparaciones resultantes de Mabs contenian 0% de acido sialico.

Completamente sialiladas y anticuerpos galactosilados son designados G2S2. La glicoforma G2S2 fue
hecho por traer muestras de 1IgG en tampén MES 100 mM, pH 7,0, (o 10 mg en 1,0 ml de tampdn) usando NAP-5
columnas segun el fabricante' protocolo sugerido s. A esta solucidon se afiadieron 50 miliunidades cada uno de B-
1,4GT y a 2,3ST y 5 ymol cada uno de UDP-Gal, CMP-Sia (isomero NANA), y MnCl,. La mezcla se incubd a 37°C.
Después de 24 horas, se afiadid otra alicuota de enzimas junto con los azucares de nucledtidos y la mezcla se
incubd durante 24 horas adicionales a 37°C. La glicoforma G2S2 de muestras de IgG se purific6 como se describe
anteriormente. Usando este método, la sialacién de una preparacion de anticuerpos alcanzé 90 a 98% de glicoforma
G2S2.

Abs de prueba se analizaron estructuralmente por diferentes métodos. Para realizar el analisis de MALDI-
TOF-MS de IgG Abs intactas, las muestras de IgG se pusieron en tampoén de Tris-HCI de 10 mM, pH 7,0 y ajustaron
a concentracion de ~ 1 mg/ml de tampon. Aproximadamente 2 pl de solucion de IgG se mezcld con 2 pl de solucién
de matriz (la solucién matriz se prepar6 disolviendo 10 mg de acido sinapinico en 1,0 ml de 50% de acetonitrilo en
agua que contiene 0,1% de acido trifluoroacético) y 2 ml de esta solucién se cargé en la diana y se dejo secar al
aire. MALDI-TOF-MS fue adquirido usando un instrumento Voyager DE a partir de Applied Biosystems (Foster City,
CA).
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Para realizar el analisis de MALDI-TOF-MS de los glicanos Fc liberados, muestras de IgG (~ 50 pg), antes y
después de reacciones de glicosilacion in vitro, se digirieron con PNGasa F en tampdén Tris-HCI de 10 mM (50 pl) pH
7,0 durante 4 horas a 37°C. La digestién se detuvo mediante la acidificacion de la mezcla de reacciéon con 50% de
acido acético (~ 5 pl) y luego pasar a través de una columna de resina de intercambio catidnico como se describe
previamente (Papac et al, 1996;. Papac et al, 1998;. Raju et al., 2000). Estas muestras que contienen una mezcla de
oligosacaridos acidos y neutros se analizaron por MALDI-TOF-MS en los modos de iones positivos y negativos,
como se describe en otra parte (Papac et al, 1996; Papac et al, 1998; Raju et al., 2000) usando un instrumento
Voyager DE a partir de Applied Biosystems (Foster City, CA).

El analisis por HPLC de glicanos Fc se hizo por la digestién de muestras de IgG (50 pg) en tampén Tris-HCI
de 10 mM (50 pl) pH 7,0 con PNGasa F a 37°C durante 4-8 horas. La derivatizacion de los oligosacaridos liberados
con acido antranilico (acido 2-aminobenzoico) se llevé a cabo como se describe (Anumula KR Anal Biochem 2000
Jul 15; 283 (1): 17-26). Brevemente, una solucion de acetato de sodio 4% - 3H2 O (p/v) y 2% de acido bdrico (p/v) en
metanol se preparé en primer lugar. El reactivo de derivatizacion fue entonces recién preparado mediante la
disolucién de ~ 30 mg de acido antranilico (Aldrich) y ~ 20 mg de cianoboro-hidruro de sodio (Aldrich) en 1,0 ml de
solucion de acetato-borato de metanol-sodio. Oligosacaridos derivados por IgG (<3 nmol en 20-50 ul de agua) se
mezclaron con 0,1 ml de la soluciéon de reactivo de acido antranilico (AA) en 1,6 ml de viales de congelacion de
tapon de rosca de polipropileno con anillos 'O" (Sigma) y se tapd herméticamente. Los viales se calentaron a 80°C
en un bloque de horno o de calentamiento (Reacti-Therm, Pierce) durante 1-2 horas. Después de enfriar los viales a
temperatura ambiente, las muestras se diluyeron con agua para llevar el volumen a ~ 0,5 ml. Oligosacaridos
derivatizados fueron purificados usando columnas NAP-5.

Mediante el uso de una preparacion que es al menos 90% en la glicoforma G2 o G2S2, un experimento de
digestion con papaina como se describe en el ejemplo 1 se realiza y se analiza para demostrar el efecto de
contenido de acido sialico en la velocidad de escision y la especificidad de la papaina. Los analisis adicionales de
escision se llevan a cabo con otras enzimas proteoliticas utilizando las muestras como se ha preparado en este
ejemplo.

Ejemplo 3: Produccion de fragmentos de anticuerpos mediante el uso de metaloproteinasa de la matriz 3

Las metaloproteinasas (MMPs) se purificaron a partir del sobrenadante de clones de células que expresan
MMP humanos recombinantes. La enzima se activé con 1 mM de 4-acetato aminofenilmercurico (APMA; Sigma)
durante 1 hora a 37°C o por tratamiento con quimotripsina. La enzima activada se almacené a -70°C. Preparaciones
de inmunoglobulina (0,5-1,0 mg/ml) se incubaron con tampén de digestion (250 mM de Tris-HCI, pH 7,4, que
contiene 1,5 M NaCl, 50 mM de CaCl; que contiene 15-60 pg/ml de MMP activado) durante 0-24 horas a 37°C. Las
alicuotas fueron retiradas a los 0, 15, 30, 45, 60, y 120 minutos, seguido de 3, 4, 5, 6, 8, 12, y 24 horas. Las
alicuotas fueron (aproximadamente de 2 microlitros) con solucién de matriz (aproximadamente 2 microlitros) y 2
microlitros de esta mezcla se cargd6 en la placa diana MALDI-TOF-MS y se analizaron por MALDI-TOF- MS usando
un espectrometro de Voyager DE.

Ejemplo 4: Escision proteolitica de Fc purificada

La papaina se obtuvo de Sigma y PNGasa F (péptido de N-glucosidasa F) se obtuvo de New England
Biolabs. Acido sinapico se obtuvo de Fluka. Los analisis de MALDI-TOF-MS se llevaron a cabo utilizando estacion
de trabajo de Voyager DE Biospectrometry (Applied Biosystems, Foster City, CA).

Muestras de anticuerpo (IgG) se desglicosilaron por tratamiento con PNGasa F en 20 mM de tampén de
Tris-HCI, pH 7,0. Las muestras de anticuerpo desglicosiladas se purificaron en una columna de proteina A
(cartuchos de proteina A HiTrap se obtuvieron de Amersham Biosciences) y se analizaron por MALDI-TOF-MS para
la pureza. Se aislaron los fragmentos Fc de IgG y se purificaron como se describe en otro lugar.

Las muestras de fragmento Fc (aproximadamente 1 mg/ml, antes y después de desglicosilacion) fueron
tratadas con papaina (1:50, en peso) en 20 mM de tampon de Tris-HCI, pH 7,0, que contenia 2 mM de L-cisteina y
alicuotas se retiraron a intervalos de tiempo fijos (0, 15, 30, 60, 90 minutos, seguido de a 2, 3, 4, 5, 6, 8 y 24 horas).
Las partes alicuotas (aproximadamente 2 pl) se mezclaron inmediatamente con 2 ul de soluciéon de matriz (la
solucion matriz se preparé disolviendo 10 mg de acido sinapico en 1,0 ml de 50% de acetonitrilo en agua que
contiene 0,1% de acido trifluoroacético) y 2 ul de esta solucion se cargd en la placa diana MALDI y se dejo secar al
aire antes del analisis.

Los datos de MALDI-TOF-MS de digestos de IgG glicosilados y desglicosilados se analizaron para obtener
los datos del area de pico % relativos de IgG intactas y fragmentos de Fc a todos los puntos de tiempo (Fig. 5). Para
las muestras de IgG, los experimentos en funcién del tiempo indicaron que dentro de los 15 minutos de la digestion,
mas del 70% de la IgG desglicosilada fue convertida en Fab, Fc, y los fragmentos de Fc mas pequefios (en m/z de
fragmentos 10,5 KDa y 12 kDa), mientras que menos de 50% de la IgG glicosilada fue convertida en fragmentos.
Después de 60 minutos de incubacion, ninguna IgG desglicosilada era detectable, mientras que aproximadamente el
80% de IgG glicosilada estaba todavia intacta de acuerdo con el analisis de MALDI-TOF-MS. Para los fragmentos de
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Fc, después de 4 horas de digestion, mas del 95% del fragmento de Fc desglicosilada se convirtié en los fragmentos
mas pequefios de 10,5 y 12 KDa, mientras que no mas del 10% de la Fc glicosilada se convirtié en estos fragmentos
mas pequefios en ese momento. De hecho, casi el 50% de la Fc glicosilada permanecid sin digerir incluso después
de 24 h.

Estos datos indican que la IgG glicosilada es significativamente mas resistente a la digestion con papaina
de la IgG desglicosilada, y que la Fc glicosilada es mucho mas resistente que la Fc desglicosilada. El experimento
de curso de tiempo también reveld que la cantidad de fragmentos Fab a partir de las IgG desglicosiladas y
glicosiladas fueron equivalentes, sugeriendo que solo los fragmentos de Fc se someten a la digestion excesiva y la
conversion en los fragmentos de 10,5 KDa y 12 KDa.

Ejemplo 5: Preparacion de mAbs con glicoformas especificas

Para comprender mejor el papel de los oligosacaridos en el aumento de la resistencia de anticuerpo a la
papaina, preparaciones de IgG con oligosacaridos homogéneos de G0, G2 y G2S2 se prepararon utilizando
métodos in vitro.

Preparacion de glicoforma GO Para preparar glicoforma GO homogénea, muestras de IgG fueron tratadas
primero con sialidasa A para eliminar pequefas cantidades de residuos de acido sidlico terminales, seguido por
tratamiento con 3-galactosidasa para eliminar de residuos de 3-galactosa terminales. Muestras de IgG (10 mg en 1,0
ml) en 100 mM de tampon MES (pH 7,0) se trataron con 100 miliunidades cada una de sialidasa A (A. ureafaciehs) y
B-galactosidasa (D. pneumoniae) durante 24 horas a 37°C. Después de 24 horas, se afadié otra alicuota de
enzimas y se incubd durante 24 horas adicionales a 37°C.

Después de la purificacion sobre una columna de proteina A, la glicoforma GO resultante se caracterizé por
MALDI-TOF-MS de masa intacta (Fig. 6A). El espectro de masas contenia un ion molecular de carga unica en m/z
147,7 KDa, un ion molecular doblemente cargado en m/z 73,9 KDa y un ion molecular triplemente cargado en m/z
49,3 KDa. El espectro de masas también contenia un ion en 23,4 KDa que representa la cadena ligera libre
producida durante la ionizacién con desorcién por laser. Estos datos del espectro de masas indicaron que el
anticuerpo estaba intacto después del tratamiento con enzimas para modificar los glicanos Fc en oligosacarido GO
homogéneo.

La cadena de oligosacarido modificado, liberada por el tratamiento de las muestras de IgG con PNGasa F,
se analizd por MALDI-TOF-MS en el modo positivo usando sDHB como matriz (después de la purificacion usando
una columna de intercambio catiénico) y también por HPLC (después de la derivatizacion con acido antranilico
usando un procedimiento de aminaciéon reductora como se describe por Anumula (1998 supra). El analisis de
MALDI-TOF-MS mostré un ion molecular en m/z 1486,8 que corresponde al peso molecular de oligosacarido
biantenario complejo fucosilado de nucleo sodiado terminado con residuos de GIcNAc. El analisis de HPLC de fase
normal de oligosacarido derivatizado de A-A proporciond un unico pico que eluyé a 20,5 min y se corresponde con el
tiempo de elucion de oligosacarido biantenario complejo fucosilado de nucleo estandar marcado con A-A terminado
con residuos de GIcNAc (datos no mostrados), indicando que la muestra de glicoforma de GO IgG contenia mas de
99% de oligosacarido GO.

Preparacion de glicoforma G2 Las muestras La IgG se trataron primero con sialidasa A y se purificaron
como se ha descrito anteriormente. Las muestras de IgG tratadas con sialidasa A (10 mg en 1,0 ml) en 100 mM de
tampon MES (pH 7,0)) se trataron con 50 mU de B-1,4GT, 5 ymol de UDP-Gal, y 5 ymol de MnCI2 a 37°C durante
24 horas. Se afadio otra alicuota de enzima y UDP-Gal y la mezcla se incub6 durante 24 horas adicionales a 37°C.

Después de la purificacion sobre una columna de proteina A, la muestra de anticuerpo w tal como se
analiz6é por MALDI-TOF-MS de masa intacta. El espectro de masas mostrd un i6n molecular sola carga en m/z 148,7
KDa, un ion molecular doblemente cargado en m/z 74,2 KDa y un ion molecular triplemente cargado en 49,5 KDa. El
espectro de masas también contenia un ion molecular de carga Unica en m/z 23,4 KDa debido a la cadena ligera
libre producida durante la ionizacion con desorcion por laser. A continuacion, la glicoforma G2 se sometié a
tratamiento con PNGasa F para liberar los oligsosacaridos N-ligados y los oligosacaridos liberados se analizaron por
MALDI-TOF-MS en el modo positivo usando sDHB como matriz. El espectro de masas mostré un ién molecular a
m/z 1812,1 (Fig. 6B) y este ion molecular a m/z 1812.1 corresponde al peso molecular de oligosacarido biantenario
complejo nucleo sodiado fucosilado terminado con residuos de galactosa. El analisis de HPLC de fasa normal de la
PNGasa F libera oligosacaridos después de que derivatizacion con AA mostré un solo pico y el tiempo de elucion de
este pico corresponde al tiempo de elucion de oligosacarido de G2 estandar lo que indica que la preparacion de
glicoforma G2 contenia molécula de IgG intacta, con mas de 99 % de oligosacarido G2.

Preparacion de glicoforma G282 Para la preparacion de glicoforma G2S2, muestras de anticuerpo fueron
tratadas con una mezcla de B-galactosiltransferasa y a2,3-sialiltransferasa en presencia de UDP-Gal, CMP-NANA y
MnCl, en un solo paso. Muestras de IgG se aplicaron en 100 mM de tampén MES (pH 7,0) (10 mg en 1,0 ml) usando
columnas NAP-5 acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante. A esta solucion, se afiadieron 50 miliunidades
cada uno de 31,4GT y 02,3ST y 5 ymol cada uno de UDP-Gal, CMP-Sia, y MnCl,. La mezcla se incub6 a 37°C.
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Después de 24 horas, ofra alicuota de enzimas se afiadié junto con los azucares de nucledtidos y la mezcla se
incub6 durante 24 horas adicionales a 37°C.

El analisis de MALDI-TOF-MS de la muestra tratada con enzima, después de la purificacién sobre una
columna de proteina A, mostré un ion molecular de carga Unica en m/z ~ 148,8 KDa, un ion molecular doblemente
cargado en m/z ~ 74,3 KDa y un ion triplemente cargado molecular a m/z ~ 49,5 kDa (Fig. 6C) lo que sugiere que el
anticuerpo estaba intacto y el tratamiento enzimatico no alteré la estructura primaria del anticuerpo. EI modo
negativo MALDI-TOF-MS y analisis por HPLC de la oligosacarido de PNGasa F liberada (Figs. 7A-D) mostraron que
el anticuerpo contenia mas que 85% de glicoforma G2S2 junto con cantidades menores de estructura G2S1
(estructuras monosialiladas). Ademas, el 99% de los glicanos Fc contenia al menos un residuo de acido sialico. Fig.
7A muestra el control (Voyager Spec # 1 => NF0.7 => NR (2,00) [BP = 1485,0, 6636]), Fig. 7B muestra la glicoforma
G2 (Voyager Spec # 1 => NF0.7 => NR (2,00) [BP = 1811,4, 5403]), Fig. 7C muestra la glicoforma GO (Voyager
Spec # 1 => NF0.7 => NF0.7 => NR (2,00) [BP = 1486,5, 7006]), y la Fig. 7D muestra la glicoforma G2S2 (modo -ve)
(Voyager SpE.C. # 1 => NF0.7 [BP = 2385,4, 2769]).

Cromatografia de exclusiéon por tamafio Para evaluar las cantidades de agregados presentes en las
muestras de anticuerpos antes y después de modificacion in vitro de las estructuras de glicano, las muestras de Ab
se analizaron por cromatografia de exclusién por tamafio usando un sistema de Agilent 1100 HPLC (Agilent). A
TOSO HAAS TSK 3000SWXL (Tosoh Biosep LLC) 7,8 mm X 30 cm, 5 ym de columna se utilizé a temperatura
ambiente. La fasa mévil fue una solucidn salina tamponada con fosfato (PBS), y la tasa de flujo fue de 0,5 ml/min.
Las preparaciones de glicoformas de IgG modificadas exhiben perfiles cromatograficos similares al perfil de
anticuerpo de control que indica que los procedimientos de modificacion no crean ninguna agregacion adicional y/o
cambio en la estructura primaria de la proteina.

Ejemplo 6: Digestion de papaina de mAbs con glicoformas especificas

Para evaluar la resistencia relativa de glicoformas G0, G2 y G2S2 a la escision de papaina, las glicoformas
de IgG y una muestra de control se trataron con papaina en presencia de cisteina a 37°C durante un periodo de 24
horas y las digestiones se analizaron por MALDI-TOF-MS.

Las glicoformas GO, G2 y G2S2 junto con las muestras de IgG de control fueron tratadas con papaina a
1:50, relacion enzima a sustrato a 37°C. A partir de estas reacciones, alicuotas a 0, 15, 30, 60 y 90 minutos, y a 2, 3,
4,5, 6, 8,y 24 horas se examinaron mediante MALDI-TOF-MS. Todas las tres glicoformas IgG junto con la muestra
de anticuerpo de control se escindieron en fragmentos Fab y Fc, como se evidencia por la presencia de iones
moleculares en m/z ~ 47,3 y ~ 52,5 KDa para los fragmentos Fab y Fc, respectivamente (Fig. 8).

Una comparacion de la altura del pico de IgG intacta observada a m/z ~ 147,5 KDa se muestra en la Fig. 9.
El pico de IgG intactas en m/z 147,5 ~ KDa se midi6 de 0 a 120 minutos, sin embargo, después de 2 horas, se
observé muy poco pico de IgG intacta. A 0 minutos, se observd que era el mismo el pico de altura de todas las
glicoformas de IgG junto con la IgG de control. A los 15 minutos, aproximadamente el 50% de GO, 45% del control y
35% de glicoforma G2 permanecieron sin digerir. En contraste, solo el 25% de glicoforma G2S2 permanecio sin
digerir. A los 30 minutos, aproximadamente el 45% de glicoforma GO, 40% de anticuerpo de control y ~ 20% de
glicoforma G2 permanecio sin digerir, mientras que sélo aproximadamente el 10% de glicoforma G2S2 permanecio
sin digerir. Por lo tanto, los datos presentados en la Fig. 9 sugieren que la glicoforma GO es mas resistente a la
escision por papaina en el dominio CH1, que produce fragmentos Fab y Fc como los productos primarios, que las
otras glicoformas.

Ademas del sitio de escision de la papaina primario en el dominio CH1, IgG también pueden someterse a
escision secundaria en el dominio CH2 de la Fc por la reduccién de la papaina. Para examinar la resistencia de
glicoformas de IgG a digestién con papaina en el sitio de corte secundario, se compararon las alturas de los picos de
fragmentos de Fc observados a m/z ~ 52,5 KDa. Los datos de altura de pico de los fragmentos de Fc de GO, G2,
G2S2 e IgG de control se muestran en la Fig. 10. La altura de pico relativa de fragmentos de Fc de G2 y G2S2 de
0,25 horas (15 minutos) a 1 hora fue de aproximadamente 5% mas de la altura de pico relativa de glicoforma GO; las
alturas de los picos de los fragmentos de Fc de glicoforma GO e IgG de control fueron casi similares. Asi, tanto IgG
intacta como G2 como glicoformas G2S2 y el propio producto Fc que comprende estas glicoformas son mas
sensibles a la digestion por la papaina. Los datos mostrados en la Fig. 10 ejemplifica, por lo tanto, las tasas de
competencia de la formacién y la degradacion del producto Fc: a 1,5 horas, las alturas de los picos de los
fragmentos de Fc de todas las glicoformas y la IgG de control fueron casi iguales. Después de 1,5 horas, las alturas
de los picos de los fragmentos de Fc de las glicoformas G2 y G2S2 fueron gradualmente menos de la altura del pico
de los fragmentos de Fc de la glicoforma GO e IgG de control. A las 6 horas, la altura del pico de la glicoforma G2S2
fue de aproximadamente 30% menos que la altura del pico de la glicoforma GO; la altura del pico de glicoforma G2
era aproximadamente un 25% menos que la altura del pico de la glicoforma GO. A las 8 horas, la altura del pico del
fragmento de Fc de la glicoforma G2S2 fue de aproximadamente 60% menos que la altura del pico fragmento de Fc
de la glicoforma GO; la altura del pico del fragmento de Fc de la glicoforma G2 fue de aproximadamente 50% menos
que la altura del pico fragmento de Fc de la glicoforma GO. Después de 0,5 horas de digestion, en todos los puntos
de tiempo la altura del pico fragmento de Fc de GO era mayor que los de G2, G2S2 e IgG de control. A las 24 horas,
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no se observaron fragmentos de Fc apreciables para las glicoformas G2 y G2S2, mientras que aproximadamente el
70% de los fragmentos de Fc de GO e IgG de control fueron observados. Estos datos indican que el fragmento de Fc
de la glicoforma GO es mas resistente a la digestion con papaina en el sitio de corte secundario presente en el
dominio CH2 de la Fc. Ademas, los datos también sugieren que la glicoforma G2S2 es el mas sensible de las
glicoformas tanto para la digestion primaria en el dominio CH1 como la digestion secundaria en el dominio CH2.

Estos datos sugieren que la glicoforma G2S2 puede ser mas sensible a la digestion de papaina y la
glicoforma GO puede ser mas resistente a la digestion con papaina de la glicoforma G2. La glicoforma G2 era mas
resistente a la digestion con papaina de la glicoforma G2S2, pero aproximadamente el 50% menos resistente que la
glicoforma GO. Estos resultados sugieren que hubo sensibilidad diferencial de glicoformas IgG frente a la digestion
con papaina. Estas diferencias en la sensibilidad parecen estar tanto en el sitio de escisién primaria, como en el sitio
de corte secundario en la Fc.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> RAJU, T. SHANTHA
SCALLON, BERNARD J.

<120> METODOS Y CONFORMACIONES ESTRUCTURALES DE PREPARACIONES DE ANTICUERPOS CON
RESISTENCIA MAYOR A LAS PROTEASAS

<130> CEN5195PCT

<140> PENDIENTE DE ASIGNACION
<141> 2008-09-26

<150> 60/976012
<151>2007-09-28

<160> 6

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210>1
<211> 23
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 1
Ala Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cvys Pro Pro Cys Pro
1 5 i0 15
Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly
20
<210> 2
<211>17
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Cvs Pro Pro Leu Lys Glu Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Pro Val Ala
1 5 10 15
Gly
<210>3
<211>18
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
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1 5 10 15
Leu Gly
<210>4
<211>13
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 4
Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cvys Pro Ser Cys Pro Ala Pro
1
<210>5
<211>12
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 5
Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe
1
<210>6
<211>7
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly

1

5
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Reivindicaciones

1. Una preparacion de proteina que contiene Fc de IgG glicosilada, en la que uno o mas residuos de Fc en la region
CH2 de la proteina que contiene Fc glicosilada se mutan para mantener o para aumentar las interacciones
hidréfobas y disminuir las interacciones hidréfilas en las regiones CH2 o CH3 en que las mutaciones son Lys 246
Ala, Thr 260 Ala, y/o Arg 301 Ala.

2. La preparacion de proteina que contiene Fc glicosilada de la reivindicacion 1, en la que las interacciones hidréfilas
estan entre residuo de galactosa en el a-1,6-brazo y aminoacido reside en el dominio CH2.

3. La preparacion de proteina que contiene Fc glicosilada de la reivindicacion 1, en la que las interacciones hidréfilas
estan entre los residuos de acido sialico y residuos de aminoacidos en el dominio CH2.

4. La preparacion de proteina que contiene Fc glicosilada de la reivindicacion 1, en la que la proteina que contiene
Fc contiene glicoformas GO sin las interacciones hidrofilicas entre los residuos de azicar de la galactosa y los
residuos de aminoacidos en las regiones CH2.

5. La preparacion de proteina que contiene Fc glicosilada de la reivindicacion 1, en la que la proteina que contiene
Fc contiene glicoformas GO.

6. La preparacion de proteina que contiene Fc glicosilada de la reivindicacion 1, en la que la proteina que contiene
Fc contiene glicoformas GO y las interacciones hidréfobas mantenidas entre cadenas laterales Fc y residuos de
azucar de la cadena principal de oligosacaridos son las interacciones de hidratos de carbono en hidratos de carbono
e interacciones de hidratos de carbono en proteinas .

7. La preparacion de proteina que contiene Fc glicosilada de la reivindicacion 1, en la que la proteina que contiene
Fc es un anticuerpo.

8. La preparacion de proteina que contiene Fc glicosilada de la reivindicacion 7, en la que el anticuerpo es un
anticuerpo monoclonal terapéutico

9. La preparacion de proteina glicosilada que contiene Fc de la reivindicacion 1, en la que la proteasa se selecciona
de entre el grupo constituido por pepsina, una metaloproteinasa de matriz, tripsina, quimotripsina, y una enzima de
modificacion de glicosilacion.

10. La preparacion de proteina glicosilada que contiene Fc de la reivindicaciéon 9, en la que la metaloproteinasa de
matriz se selecciona del grupo constituido por la metaloproteinasa de matriz 7 (MMP-7), elastasa de neutréfilos
(HNE), estromelisina (MMP-3), y elastasa de macréfagos (MMP-12).

11. La preparacion de proteina glicosilada que contiene Fc de la reivindicacion 1, en la que las mutaciones son
Lys246 Ala y Thr260 Ala.
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Figura 1
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Figura 2
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Fuc = fucosilo; Gal = galactosilo; Glc = glucosilo; GIcNAc = N-acetilglucosaminilo; Man = manosilo; y
NANA* = sialilo (N-acetilneuraminilo).
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Figura 4A

0'ZL0002

7600294

—_.EE esel

=

L+
L&A 4

|

L+
LLLLLIbL

20098

910088 (6666
0}
g+ %
a1 -
0%
: 0
S8vrZ -
+ 0L
¢ 08
epe|soo||Gsap 9b| (06
0oL w.
(/] M X
AN i m
‘ e+
I
€'092€L
o+
96| jo1uo) L,



ES 2637918 T3

Figura 4B
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Figura 4C
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Figura 5
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Figura 7C
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Figura 11
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Figura 13
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