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DESCRIPCION
Anticuerpos contra FcRn y uso de los mismos
Antecedentes

El isotipo de anticuerpo mas abundante en el suero es IgG y tiene un papel fundamental en la mediacién de la
protecciéon contra patdgenos asi como en la mediacion de respuestas alérgicas e inflamatorias que aceleren la
incorporacion de componentes del sistema inmunitario en los tejidos y las superficies dérmicas (Junghans,
Immunologic Research 16(1):29 (1997)). Por otra parte, también es un componente clave de una variedad de
enfermedades autoinmunitarias. Bajo condiciones normales, la semivida de IgG en el suero esta en el intervalo de 5-
7 dias en ratones y 22-23 dias en seres humanos, que es un periodo prolongado, con relaciéon a la semivida en
suero de ofras proteinas plasmaticas. En parte, esto se produce debido a que el receptor FcRn neonatal (FcRn)
rescata IgG pinocitosada de lisosomas degradativas y la recicla de nuevo al compartimento extracelular (Junghans y
Anderson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:5512 (1996), Roopenian y cols. J. Immunology 170:3528 (2003)).

FcRn se une a la porcion Fc de I1gG. La interaccion entre la region Fc de IgG y FcRn depende del pH. Al entrar en
las células mediante endocitosis en fase fluida, la IgG es secuestrada en endosomas y se une a FcRn con alta
afinidad a pH acido (6~6,5); cuando el complejo IgG-FcRn se recicla hacia la membrana plasmatica, la IgG se
disocia rapidamente de FcRn en la corriente sanguinea a pH ligeramente basico (~7,4). Mediante este mecanismo
de reciclado mediado por receptor, FcRn rescata eficazmente la IgG de la degradacion en lisosomas, prolongando
de ese modo la semivida de IgG circulatoria.

FcRn es un heterodimero no covalente que reside tipicamente en los endosomas de células endoteliales y
epiteliales. Es un receptor unido a la membrana con una transmembrana de un solo paso que tiene tres dominios
alfa de cadena pesada (a1, a2 y a3) y un solo dominio de R2-microglobulina (R2M) de cadena ligera soluble.
Estructuralmente, pertenece a una familia de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase 1 que
tienen B2M como una cadena ligera comun. La cadena a de FcRn es una proteina de 46 kD compuesta por un
dominio extracelular que contienen los dominios de cadena ligera a1, a2 y a3, una regiéon transmembranaria y una
cola citoplasmica relativamente corta (Burmeister y cols. Nature 372:366 (1994)).

FcRn se identificd en primer lugar en el intestino de rata neonatal, donde funciona para mediar en la absorcion de
anticuerpo de IgG procedentes de la leche materna y facilita su transporte al sistema circulatorio (Leach y cols. J
Immunol 157:3317 (1996)). FcRn también se ha aislado de placenta humana, donde también media en la absorcion
y el transporte de IgG materna a la circulacion fetal. En adultos, FcRn se expresa en un numero de tejidos,
incluyendo tejidos epiteliales del pulmon, el intestino, el rifidén, asi como las superficies nasales, vaginales y del arbol
biliar (Patentes de EE. UU. N° 6.030.613 y 6.086.875; Israel y cols. Immunology 92:69 (1997); Kobayashi y cols. Am
J Physiol (2002); Renal Physiol 282:F358 (2002)).

A fin de estudiar las contribuciones de FcRn a la homeostasia de 1gG, se han manipulado ratones de modo que al
menos parte de los genes que codifican las cadenas pesadas de f2M y FcRn se hayan inactivado de modo que
estas proteinas no se expresen (documento WO 02/43658; Junghans y Anderson, Proc Natl Acad Sci US 93:5512
(1996)). En estos ratones, la semivida y las concentraciones en suero de IgG se reducian drasticamente, sugiriendo
un mecanismo dependiente de FcRn para la homeostasia de I1gG.

También se ha sugerido que se pueden generar anticuerpos anti-FCRn humano en estos ratones inactivados para
FcRn y que estos anticuerpos pueden prevenir la uniéon de IgG a FcRn. Sin embargo, estos anticuerpos no se han
generado o probado (documento WO 02/43658).

La inhibicion de la unién de IgG a FcRn altera negativamente la semivida en suero de IgG al evitar el reciclado de
IgG. Se ha mostrado que este principio es terapéuticamente eficaz en un modelo en ratones de enfermedades
ampollosas cutaneas (Li y cols. J Clin Invest 115:3440-3450 (2005)). Segun esto, agentes que bloguean o
antagonizan la union de IgG a FcRn se pueden usar en un método para tratar o prevenir enfermedades o trastornos
autoinmunes e inflamatorios caracterizados por la presencia de anticuerpos de IgG regulados inapropiadamente.

Los documentos W02007/087289 y US2007/092507 divulgan anticuerpos para la cadena pesada de FcRn humano
que funcionan como inhibidores no competitivos de la uniéon de IgG a FcRn. Los anticuerpos no se unen a p2-
microglobulina y pueden ser policlonales, monoclonales, quiméricos o humanizados, o fragmentos que se unen a
antigeno de los mismos. También se divulgan ciertos métodos terapéuticos que implican administrar estos
anticuerpos a un individuo.

El documento WO2006/118772 divulga un anticuerpo que inhibe selectivamente la unién de la porcién Fc de un
anticuerpo de IgG a FcRn humano, pero no inhibe la unién de albumina humana a FcRn humano.
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Sumario

Esta invencion se refiere, entre otras cosas, a anticuerpos que se unen a FcRn y a métodos para usar estos
anticuerpos.

En un primer aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo
que comprende una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina de cadena pesada (HC) y una secuencia de
dominio variable de inmunoglobulina de cadena ligera (LC), en donde las secuencias de dominio variable de
inmunoglobulina de cadena pesada y cadena ligera forman un sitio de unién a antigeno que se une a un FcRn
humano tanto a pH 6,0 como a pH 7,5 con una constante de disociacion (Kp) de no mas de 10 nM, y en donde el
anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo comprende seis CDRs que, en combinacioén, son al menos
95% idénticas a:

(a) HC CDRs 1-3 de M0161-B04 (SEQ ID NOS: 174-176 respectivamente) y
(b) LC CDRs 1-3 de M0161-B04 (SEQ ID NOS: 171-173 respectivamente).

En un segundo aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo segun el primer aspecto de la invencién y un portador farmacéuticamente
aceptable.

En un tercer aspecto, la invencion proporciona un acido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica
un polipéptido que comprende el dominio variable de HC y LC del anticuerpo segun el primer aspecto de la
invencion.

En un cuarto aspecto, la invencion proporciona una célula hospedadora que comprende el acido nucleico del tercer
aspecto de la invencioén, en donde la célula no esta en un ser humano.

En un quinto aspecto, la invencién proporciona un método para detectar un FcRn en una muestra, comprendiendo el
método:

poner en contacto la muestra con el anticuerpo o fragmento de union a antigeno del mismo segun el primer aspecto
de la invencion;

y detectar una interaccion entre el anticuerpo y el FcRn si esta presente.

En un sexto aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun el
primer aspecto de la invencion para el uso en la deteccion de FcRn en un sujeto, en donde dicho anticuerpo o
fragmento de unién a antigeno del mismo comprende ademas un marcador detectable.

En un séptimo aspecto, la invencién proporciona un método para modular una actividad de FcRn in vitro,
comprendiendo el métodos:

proporcionar una muestra bioldgica; y

poner en contacto un FcRn en una muestra biolégica con el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del
mismo segun el primer aspecto de la invencion, modulando de ese modo la actividad del FcRn.

En un octavo aspecto, la invencion proporciona un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun el
primer aspecto de la invencion para el uso en el tratamiento de un trastorno autoinmunitario y/o modular los
sintomas de un trastorno autoinmunitario, preferiblemente en donde el trastorno autoinmunitario es un trastorno
seleccionado del grupo que consiste en: artritis reumatoide (RA), lupus eritematoso sistémico (SLE), miastenia grave
(MG), enfermedad de Graves, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), sindrome de Guillain-Barre, miocarditis
autoinmunitaria, glomerulonefritis membranosa, diabetes mellitus, diabetes tipo | o tipo Il, esclerosis muiltiple,
sindrome de Reynaud, tiroiditis autoinmunitaria, gastritis, enfermedad celiaca, vitiligo, hepatitis, cirrosis biliar
primaria, enteropatia inflamatoria, espondiloartropatias, encefalomielitis autoinmunitaria experimental, neutropenia
inmunitaria, diabetes de comienzo juvenil, respuestas inmunitarias asociadas con hipersensibilidad retardada
mediada por citocinas, linfocitos T encontrados tipicamente en tuberculosis, sarcoidosis, polimiositis, poliarteritis,
vasculitis cutanea, pénfigo, penfigoide, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Kawasaki, esclerosis sistémica,
sindrome antifosfolipidico y sindrome de Sjogren.
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También se divulga en la presente un anticuerpo aislado que comprende una secuencia de dominio variable de
inmunoglobulina de cadena pesada (HC) y una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina de cadena ligera
(LC), en donde las secuencias de dominio variable de inmunoglobulina de cadena pesada y cadena ligera forman un
sitio de unién a antigeno que se une a FcRn humano; y en donde el anticuerpo incluye una o mas de las siguientes
caracteristicas:

(a) una CDR humana o region de entramado humana;

(b) la secuencia de dominio variable de inmunoglobulina de LC comprende una o mas CDRs que son al menos
85% idénticas a una CDR de un dominio variable de LC de M0171-A03, M0171-A01, M0159-A07, M0161-B04,
MO0090-F11 o DX2500;

(c) la secuencia de dominio variable de inmunoglobulina de HC comprende una o mas CDRs que son al menos
85% idénticas a una CDR de un dominio variable de HC de M0171-A03, M0171-A01, M0159-A07, M0161-B04,
MO0090-F11 o DX2500;

(d) la secuencia de dominio variable de inmunoglobulina de LC es al menos 85% idéntica a un dominio variable
de LC de M0171-A03, M0171-A01, M0159-A07, M0161-B04, M0090-F11 o DX2500;

(e) la secuencia de dominio variable de inmunoglobulina de HC es al menos 85% idéntica a un dominio variable
de HC de M0171-A03, M0171-A01, M0159-A07, M0161-B04 M0090-F11 o DX2500; y

(f) el anticuerpo se une a un epitopo que se solapa con un epitopo unido mediante M0171-A03, M0171-A01,
M0159-A07, M0161-B04, M0090-F11 o DX2500.

También se divulga un anticuerpo aislado que es al menos 85% idéntico a un anticuerpo seleccionado del grupo que
consiste en M0171-A03, M0171-A01, M0159-A07, M0161-B04, M0090-F11 y DX2500.

También se divulga un anticuerpo aislado seleccionado del grupo que consiste en M0171-A03, M0171-A01, M0159-
A07, M0161-B04, MO090-F11 y DX2504.

También se divulga un anticuerpo aislado que comprende las CDRs de M0161-B04. También se divulga un
anticuerpo aislado que es al menos 85% idéntico a M0161-B04. Las CDRs de M0161-B04 se representan en la
Tabla 17A.

También se divulga un anticuerpo aislado que comprende las CDRs de M0171-A03. También se divulga un
anticuerpo aislado que es al menos 85% idéntico a M0171-A03. Las CDRs de M0171-A03 se representan en la
Tabla 17A.

También se divulga un anticuerpo aislado que comprende las CDRs de M0171-A01. También se divulga un
anticuerpo aislado que es al menos 85% idéntico a M0171-A01. Las CDRs de M0171-A01 se representan en la
Tabla 17A.

También se divulga un anticuerpo aislado que comprende las CDRs de M0159-A07. También se divulga un
anticuerpo aislado que es al menos 85% idéntico a M0159-A07. Las CDRs de M0159-A07 se representan en la
Tabla 17A.

También se divulga un anticuerpo aislado que comprende las CDRs de M0090-F11. También se divulga un
anticuerpo aislado que es al menos 85% idéntico a M0090-F11. Las CDRs de M0090-F11 se representan en la
Tabla 17A.

También se divulga un anticuerpo aislado que comprende las CDRs de DX-2500. También se divulga un anticuerpo
aislado que es al menos 85% idéntico a DX-2500. Las CDRs de DX-2500 se representan en la Tabla 17A.

En algunas realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente la secuencia de dominio variable de HC
comprende una secuencia de dominio variable de M0161-B04 y la Secuencia de dominio variable de LC comprende
una secuencia de dominio variable of M0161-B04.

En ciertos anticuerpos proporcionados en la presente, la secuencia de dominio variable de HC comprende una
secuencia de dominio variable de M0171-A03 y la secuencia de dominio variable de LC comprende una secuencia
de dominio variable de M0171-A03.
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En ciertos anticuerpos proporcionados en la presente, la secuencia de dominio variable de HC comprende una
secuencia de dominio variable de M0171-A01 y la secuencia de dominio variable de LC comprende una secuencia
de dominio variable de M0171-A01.

En algunas realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, la secuencia de dominio variable de HC
comprende una secuencia de dominio variable de M0159-A07 y la secuencia de dominio variable de LC comprende
una secuencia de dominio variable de M0159-A07.

En ciertas realizaciones proporcionadas en la presente, la secuencia de dominio variable de HC comprende una
secuencia de dominio variable de M0090-F11 y la secuencia de dominio variable de LC comprende una secuencia
de dominio variable de MO090-F11.

En ciertas realizaciones proporcionadas en la presente, la secuencia de dominio variable de HC comprende una
secuencia de dominio variable de DX2500 y la secuencia de dominio variable de LC comprende una secuencia de
dominio variable de DX2500.

En algunas realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo se une a un epitopo de
FcRn unido mediante M0171-A03, M0171-A01, M0159-A07, M0161-B04, M0090-F11 o DX2500.

En algunas realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo compite con M0171-A03,
M0171-A01, M0159-A07, M0161-B04, M0090-F11 o DX2500 por la unién a FcRn.

Segun se usa en la presente, M0171-A03 también se denomina M171-A03 y M00171-A03. Segun se usa en la
presente, M0171-A01 también se denomina M171-A01 y M00171-A01. Segun se usa en la presente, M0159-A07
también se denomina M159-A07 y M00159-A07. Segun se usa en la presente, M0161-B04 también se denomina
M161-B04, M00161-B04 y DX-2504. Segun se usa en la presente, M0090-F11 también se denomina M090-F11 y
M90-F11.

Se divulga en la presente un anticuerpo aislado, o un fragmento del mismo, que se une a FcRn humano, en donde el
anticuerpo se genera contra la cadena pesada de FcRn humano o un fragmento de la misma, en donde el
anticuerpo funciona como un inhibidor no competitivo de la unién de IgG a FcRn humano, y en donde el anticuerpo
no se une a 2-microglobulina.

Se divulga en la presente un anticuerpo aislado, o fragmento del mismo, que se une a FcRn humano, en donde el
anticuerpo se genera contra la cadena pesada de FcRn humano o un fragmento de la misma, en donde el
anticuerpo no se une a B2-microglobulina cuando no esta complejado con FcRn, y en donde el anticuerpo no se
produce a partir de un ratén inactivado FcRn -/-.

Se divulga en la presente un anticuerpo seleccionado del grupo que consiste en 3B3.11, 31.1, 4B4.12 y 17D3.

Ciertos anticuerpos divulgados en la presente se unen a FcRn humano en un intervalo de pH aproximado 5-7,4 con
una constante de disociacion (Kp) de menos de 100 nM.

El sitio de unién a antigeno de los anticuerpos de las realizaciones se une especificamente a FcRn humano.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo se une a una linea
celular estable que expresa FcRn.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo modula (p. €j., inhibe)
la unién de FcRn a una region constante de anticuerpo/inmunoglobulina.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo se une a la
subunidad alfa de FcRn.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo se une al dominio af,
a2 o a3 de la cadena alfa de FcRn.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo no se une a una
subunidad beta de FcRn, es decir, la proteina solo se une a una subunidad alfa.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo se une a una
subunidad beta de FcRn, en donde la subunidad beta esta asociada con una subunidad alfa.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, las subunidades alfa y beta estan
correctamente ensambladas en FcRn.
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En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo se une a un FcRn
que contiene tanto una subunidad alfa como una subunidad beta y esta correctamente ensamblado.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo inhibe la unién de
IgG-Fc con una ICsp de menos de aproximadamente 800 nM, menos de aproximadamente 600 nM, menos de
aproximadamente 300 nM, menos de aproximadamente 100 nM, menos de aproximadamente 50, nM, menos de
aproximadamente 25 nM, menos de aproximadamente 10 nM o menos de aproximadamente 5 nM aproximadamente
a pH 6.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo es Fab soluble.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo se une a FcRn a
través de su dominio de unién a antigeno y también a través de su regién Fc.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, la union del anticuerpo a FcRn es
sustancialmente independiente del pH en el intervalo de 2-10.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, la union del anticuerpo a FcRn es
sustancialmente independiente del pH en el intervalo de 6-8.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo tiene una ko de
menos de 0,01, 0,001, 0,0001, 0,00001 s'a pH 7,5.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, la union del anticuerpo a FcRn es
sustancialmente dependiente del pH.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo se une
preferentemente a FcRn humano en comparacién con FcRn de rata de un modo dependiente del pH o
independiente del pH.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo se une a FcRn en
endosomas o bajo condiciones endosémicas.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo no libera FcRn a pH
7,5.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo provoca una mejora
de sintomas asociados con un trastorno autoinmunitario cuando se administra a un sujeto.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, las secuencias de dominio variable
de HC y LC son componentes de la misma cadena polipeptidica.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, las secuencias de dominio variable
de HC y LC son componentes de diferentes cadenas polipeptidicas.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo es un anticuerpo de
longitud completa.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo es un anticuerpo
humano o humanizado o es no inmunogénico en un ser humano.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo comprende una
region de entramado de anticuerpo humano.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo comprende un
dominio Fc.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo es un anticuerpo
murino.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo es un anticuerpo
monoclonal.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo es quimérico o
humanizado.
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En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo se selecciona del
grupo que consiste en Fab, F(ab)'2, Fv y ScFv.

En alguna de las realizaciones de los anticuerpos proporcionados en la presente, el anticuerpo que se une a FcRn
es independiente del pH a lo largo de un intervalo de pH de 6,0 a 8,0.

Se divulga en la presente una composicion farmacéutica que comprende uno cualquiera de los anticuerpos
proporcionado en la presente y un portador farmacéuticamente aceptable.

Se divulga en la presente un acido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica un polipéptido que
incluye una secuencia al menos 80% idéntica a la secuencia de un dominio variable de M0171-A03, M0171-A01,
M0159-A07 o M0161-B04.

Se divulga en la presente un acido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica un polipéptido que
comprende el primer y/o el segundo dominio variable de inmunoglobulina de uno cualquiera de los anticuerpos
proporcionados en la presente.

Se divulga en la presente un vector o una célula hospedadora que comprende la secuencia de acido nucleico
proporcionada en la presente.

Se divulga en la presente un método para detectar un FcRn en una muestra, comprendiendo el método: poner en
contacto la muestra con uno cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la presente y detectar una interaccion
entre el anticuerpo y el FcRn si esta presente. El anticuerpo puede comprender ademas un marcador detectable.

Se divulga en la presente un método para detectar FcRn en un sujeto, comprendiendo el método: administrar uno
cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la presente, que comprende ademas un marcador detectable, a un
sujeto; y detectar el marcador en el sujeto. La deteccion puede comprender la obtencién de imagenes del sujeto.

Se describe en la presente un método para modular una actividad de FcRn, comprendiendo el método: poner en
contacto un FcRn con uno cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la presente, modulando de ese modo la
actividad del FcRn. El FcRn puede estar en un sujeto humano. El anticuerpo puede evitar la union del FcRn a una Ig
enddgena. El anticuerpo puede evitar la union del FcRn a un anticuerpo terapéutico. EI FcRn puede estar en un
endosoma de célula epitelial. EI FcRn puede estar en un endosoma de célula endotelial. EI FcRn puede estar sobre
la superficie celular.

Se divulga en la presente un método para tratar un trastorno autoinmunitario y/o modular los sintomas de un
trastorno autoinmunitario, comprendiendo el método: administrar uno cualquiera de los anticuerpos proporcionados
en la presente en una cantidad suficiente para modular los sintomas. El trastorno autoinmunitario puede ser un
trastorno seleccionado del grupo que consiste en: artritis reumatoide (RA), lupus eritematoso sistémico (SLE),
miastenia grave (MG), enfermedad de Graves, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), sindrome de Guillain-
Barre, miocarditis autoinmunitaria, glomerulonefritis membranosa, diabetes mellitus, diabetes tipo | o tipo II,
esclerosis multiple, sindrome de Reynaud, tiroiditis autoinmunitaria, gastritis, enfermedad celiaca, vitiligo, hepatitis,
cirrosis biliar primaria, enteropatia inflamatoria, espondiloartropatias, encefalomielitis autoinmunitaria experimental,
neutropenia inmunitaria, diabetes de comienzo juvenil, y respuestas inmunitarias asociadas con hipersensibilidad
retardada mediada por citocinas, linfocitos T encontrados tipicamente en tuberculosis, sarcoidosis y polimiositis,
poliarteritis, vasculitis cutanea, pénfigo, penfigoide, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Kawasaki, esclerosis
sistémica, sindrome antifosfolipidico y sindrome de Sjogren. El pénfigo puede ser pénfigo vulgar, pénfigo foliaceo o
pénfigo paraneoplastico. El anticuerpo puede disminuir la semivida de IgG enddgena.

Se divulga en la presente un método para modular la semivida/los niveles de IgG circulatoria, comprendiendo el
método: identificar a un sujeto que necesite modular los niveles/la semivida de IgG circulatoria; y administrar el
anticuerpo de uno cualquiera de los anticuerpos proporcionado en la presente al sujeto en una cantidad eficaz para
modular la semivida/los niveles de IgG circulatoria en el sujeto. El método puede reducir la semivida/los niveles de
IgG circulatoria. El sujeto puede ser un ser humano. El anticuerpo se puede administrar para disminuir la
semivida/los niveles de IgG circulatoria y en combinacion con un agente o terapia para un trastorno autoinmunitario
que no sea ninguno de los anticuerpos proporcionados en la presente. El agente o la terapia para un trastorno
autoinmunitario que no es ninguno de los anticuerpos proporcionados en la presente puede comprender terapia
intravenosa con Ig; farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAID); corticosteroides; ciclosporinas, rapamicinas,
ascomicinas, o sus analogos inmunosupresores, p. €j., ciclosporina A, ciclosporina G, FK-506, rapamicina, 40-O-(2-
hidroxi)etil-rapamicina; ciclofosfamida; azatiopreno; metotrexato; brequinar; FTY 720; leflunomida; mnizoribina; acido
micofendlico; micofenolato de mofetilo; 15-desoxiespergualina; anticuerpos monoclonales inmunosupresores, p. €j.,
anticuerpos monoclonales para receptores leucociticos, p. €j., MHC, CD2, CD3, CD4, CD7, CD25, CD28, B7, CD45,
0 CD58 o sus ligandos; otros compuestos inmunomoduladores, p. ej. CTLA4Ig; u otros inhibidores de moléculas de
adhesion, p. ej., mAbs o inhibidores de bajo peso molecular incluyendo antagonistas de selectina y antagonistas de
VLA-4.
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Se divulga en la presente un método para tratar o prevenir un trastorno autoinmunitario, comprendiendo el método:
administrar uno cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la presente a un sujeto que tenga el trastorno o con
riesgo de desarrollar el trastorno. El trastorno autoinmunitario se puede caracterizar por una IgG circulatoria no
deseada. El anticuerpo puede disminuir la semivida de IgG enddgena. El trastorno autoinmunitario puede ser un
trastorno seleccionado de artritis reumatoide (RA), lupus eritematoso sistémico (SLE), miastenia grave (MG),
enfermedad de Graves, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), sindrome de Guillain-Barre, miocarditis
autoinmunitaria, glomerulonefritis membranosa, diabetes mellitus, diabetes tipo | o tipo Il, esclerosis muiltiple,
sindrome de Reynaud, tiroiditis autoinmunitaria, gastritis, enfermedad celiaca, vitiligo, hepatitis, cirrosis biliar
primaria, enteropatia inflamatoria, espondiloartropatias, encefalomielitis autoinmunitaria experimental, neutropenia
inmunitaria, diabetes de comienzo juvenil, y respuestas inmunitarias asociadas con hipersensibilidad retardada
mediada por citocinas, linfocitos T encontrados tipicamente en tuberculosis, sarcoidosis y polimiositis, poliarteritis,
vasculitis cutanea, pénfigo, penfigoide, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Kawasaki, esclerosis sistémica,
sindrome antifosfolipidico y sindrome de Sjogren. El pénfigo puede ser pénfigo vulgar, pénfigo foliaceo o pénfigo
paraneoplastico.

Se divulga en la presente un método para tratar o prevenir un trastorno autoinmunitario, comprendiendo el método:
administrar uno cualquiera de los anticuerpos proporcionados en la presente, en combinacién con una segunda
terapia para tratar o prevenir el trastorno, a un sujeto que tenga el trastorno o con riesgo de desarrollar el trastorno.
La segunda terapia puede comprender terapia intravenosa con lg; farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(NSAID); corticosteroides; ciclosporinas, rapamicinas, ascomicinas, o sus analogos inmunosupresores, p. €j.,
ciclosporina A, ciclosporina G, FK-506, rapamicina, 40-O-(2-hidroxi)etil-rapamicina; ciclofosfamida; azatiopreno;
metotrexato; brequinar; FTY 720; leflunomida; mnizoribina; acido micofendlico; micofenolato de mofetilo; 15-
desoxiespergualina; anticuerpos monoclonales inmunosupresores, p. €j., anticuerpos monoclonales para receptores
leucociticos, p. €j., MHC, CD2, CD3, CD4, CD7, CD25, CD28, B7, CD45, o CD58 o sus ligandos; otros compuestos
inmunomoduladores, p. ej. CTLA4Ig; u otros inhibidores de moléculas de adhesion, p. €j., mAbs o inhibidores de
bajo peso molecular incluyendo antagonistas de selectina y antagonistas de VLA-4.

Se divulga en la presente un método para reducir la concentracion de anticuerpos no deseados en un individuo, que
comprende las etapas de administrar al individuo una dosis terapéuticamente eficaz de uno cualquiera de los
anticuerpos o fragmentos de anticuerpo proporcionados en la presente. El anticuerpo o un fragmento del mismo se
puede administrar en un portador farmacéuticamente aceptable. El individuo puede ser un ser humano. En algunas
realizaciones, el anticuerpo o fragmento del mismo se administra con un adyuvante. El anticuerpo no deseado puede
ser natalizumab o antigeno leucocitico humano extrafio. El anticuerpo o fragmento del mismo administrado se puede
administrar en relacién con el trasplante de 6rganos.

Se divulga en la presente un método para reducir la unién de IgG a FcRn en un individuo, que comprende las etapas
de proporcionar un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une a FcRn humano, se genera contra la cadena
pesada de FcRn humano o un fragmento de la misma, es un inhibidor no competitivo de la unién de IgG a FcRn
humano y no se une a 32-microglobulina; y administrar el anticuerpo o el fragmento del mismo a un individuo en una
cantidad suficiente para reducir la unién de IgG a FcRn en el individuo. El individuo puede tener una enfermedad
autoinmunitaria o aloinmunitaria, puede ser un receptor de un trasplante de 6rgano, o le ha sido administrado un
anticuerpo terapéutico. La enfermedad autoinmunitaria puede ser trombocitopenia inmunitaria o pénfigo inmunitario.
El individuo puede ser un ser humano. En algunas realizaciones, el anticuerpo se administra en una dosificacion de
1 mg/kg a 2 g/kg o de 1 mg/kg a 200 mg/kg.

Se divulga en la presente un método para suprimir el nivel de un anticuerpo de IgG en un individuo, que comprende
las etapas de proporcionar un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une a FcRn humano, se genera contra la
cadena pesada de FcRn humano o un fragmento de la misma, es un inhibidor no competitivo de la unién de I1gG a
FcRn humano y no se une a 2-microglobulina; y administrar el anticuerpo o el fragmento del mismo a un individuo
en una cantidad suficiente para suprimir el nivel de un anticuerpo de IgG en un individuo. El anticuerpo de I1gG puede
ser un anticuerpo de IgG terapéutico y puede ser natalizumab. El anticuerpo de IgG puede ser antigeno leucocitico
extrafo. El método puede comprender ademas una etapa de intercambio de plasma.

Se divulgan en la presente anticuerpos que inhiben la union de la region constante de una molécula de IgG a FcRn.
La divulgacion se refiere asi a un anticuerpo que comprende al menos una region variable que se une
especificamente a un epitopo de la molécula de FcRn. Ciertos anticuerpos divulgados en la presente se unen a
FcRn de roedor o mono. Algunos anticuerpos ejemplares incluyen, p. €j., 4B4.12, 3B3.11, 31.1 y 17D3.

La divulgacion presenta un anticuerpo (p. €j., un anticuerpo aislado) que incluye una secuencia de dominio variable
de inmunoglobulina de cadena pesada (HC) y una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina de cadena
ligera (LC). La primera y la segunda secuencias de dominio variable de inmunoglobulina forman un sitio de union a
antigeno que se une a FcRn (p. gj., FcRn humano). El anticuerpo puede tener una o mas de las siguientes
caracteristicas:
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(a) la secuencia de dominio variable de inmunoglobulina de LC es al menos 85% idéntica a un dominio variable
de LC de 3B3.11, 31.1, 532A-M0090-F09, M0084-B03, M0056-G05, M0084-B11, M0092-D02, M0055-G12,
MO0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o M0090-F11, o una o mas CDRs de los mismos;

(b) la secuencia de dominio variable de inmunoglobulina de HC es al menos 85% idéntica a un dominio variable
de HC de 3B3.11, 31.1, 532A- M0090-F09, M0084-B03, M0056-G05, M0084-B11, M0092-D02, M0055-G12,
M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o M0090-F11, o una o mas CDRs de los mismos; y

(c) el anticuerpo se une a un epitopo que se solapa con un epitopo unido mediante 3B3.11, 31.1, 532A-M0090-
F09, M0084-B03, M0056-G05, M0084-B11, M0092-D02, M0055-G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04,
M0073-E10 o M0090-F11.

Los anticuerpos divulgados en la presente se pueden unir a FcRn (p. €j., FcRn humano), p. €j., en un intervalo de pH
de aproximadamente 5-8, p. €j., con una constante de disociacién (Kp) de menos de 100, 50, 10, 5,1 0 0,1 nM. En
una realizacion, el sitio de unién a antigeno se une especificamente a FcRn humano. Segun se usa en la presente,
"union especifica" o "se une especificamente” se refiere a la capacidad de un anticuerpo que se une a FcRn para
unirse preferentemente a FcRn humano, con una afinidad que es al menos dos veces, 10 veces, 50 veces, 100
veces o mejor (menor Kp) que su afinidad para la unién a un antigeno no especifico (p. €j., actina, caseina) distinto
de FcRn. I1En una realizacion, el anticuerpo se une a FcRn humano con una ko de menos de 0,01, 0,001, 0,0001,
0,00001 s™.

En una realizacion, el anticuerpo se une al dominio extracelular de FcRn; por ejemplo, una de las subunidades alfa
de FcRn, es decir, el dominio a1, a2 o a3 de la cadena alfa de FcRn. En una realizacion, el anticuerpo no se une a la
subunidad beta (32M) de FcRn, p. €j., el anticuerpo se une solo a la subunidad alfa. En una realizacion, el
anticuerpo se une a la subunidad beta de FcRn, pero solamente cuando 2M esta en asociaciéon con la subunidad
alfa. Por ejemplo, el anticuerpo no se une ni a la subunidad alfa ni a la beta a menos que ambas estén presentes y
correctamente ensambladas en FcRn. En una realizacién, el anticuerpo se une al FcRn que contiene las
subunidades tanto alfa como beta y esta correctamente ensamblado,

En una realizacion, el anticuerpo modula (p. €j.,, inhibe) la union de FcRn a una region constante de
anticuerpo/inmunoglobulina. Por ejemplo, el anticuerpo puede tener una K; mejor de (p. €j., numéricamente menor
de) 5 nM, 500 pM, 200 pM, 150 pM, 100 pM o 75 pM, p. €j., entre 50 nM y 1 pM, 0 200 pM y 5 pM.

En una realizacion, el anticuerpo se une a FcRn y disminuye o evita la union de FcRn a una region constante de
anticuerpo/inmunoglobulina. Por ejemplo, el anticuerpo se puede unir a FcRn (p. €j., FcRn humano) con una afinidad
(Ko) mejor de (es decir, numéricamente menor de) 1x10® M. Se divulga en la presente un anticuerpo que es un Fab
que se une a FcRn de un modo sustancialmente independiente del pH o sustancialmente dependiente del pH y con
una Kp en el intervalo de aproximadamente 3,0- 82 nM a pH 6, y un Fab que se une a FcRn de un modo
sustancialmente independiente del pH o sustancialmente dependiente del pH y con una Kp en el intervalo de
aproximadamente 9,7-aproximadamente 39,7 nM a pH 7,5. Se divulga aqui un anticuerpo de IgG que se une a FcRn
de un modo sustancialmente independiente del pH o sustancialmente dependiente del pH y con una Kp en el
intervalo de aproximadamente 0,409- aproximadamente 29,5 nM, aproximadamente 2,44- aproximadamente 29,5
nM, aproximadamente 0,13- aproximadamente 1,03 nM, aproximadamente 6,43- aproximadamente 30,2 nM,
aproximadamente 0,2- aproximadamente 2,87 nM, aproximadamente 0,34- aproximadamente 2,87 nM, o
aproximadamente 0,2- aproximadamente 30,2 nM a pH 6. Se divulga en la presente un anticuerpo que es una IgG
que se une a FcRn de un modo sustancialmente independiente del pH o sustancialmente dependiente del pH y con
una Kp en el intervalo de aproximadamente 0,675- 24,2 nM, 2,1- 24,2 nM, 0,158- 10 nM, o aproximadamente 2,04-
aproximadamente 80 nM a pH 7,5.

En una realizacion, el anticuerpo inhibe la unién de FcRn a IgG-Fc con una ICsy de menos de 800 nM, 600 nM o 300
nM, 200 nM, 100 nM, 1 nM, 50 pM aproximadamente a pH 6. En una realizacion, el anticuerpo es un Fab que inhibe
la unién de FcRn a IgG-Fc de un modo sustancialmente independiente del pH o sustancialmente dependiente del pH
y con una ICsp en el intervalo de aproximadamente 13-754 nM o aproximadamente 13-80 nM a pH 6. En una
realizacion, el anticuerpo es una IgG que inhibe la unién de FcRn de un modo sustancialmente independiente del pH
o sustancialmente dependiente del pH y con una ICsy en el intervalo de aproximadamente 1,2-36 nM, 36-120 nM,
120-562 nM, 1,5-5,4 nM, 5,4-50 nM, 51-161 nM a pH 6.

En una realizacion, el anticuerpo es, p. €j., un anticuerpo monocatenario, un Fab, un fragmento sFab, un F(ab')2, un
fragmento Fd, un fragmento Fv, un scFv o un fragmento dAb.

En algunas realizaciones, el anticuerpo monoespecifico, p. e€j., un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo
recombinante. El término "anticuerpo monoespecifico" se refiere a un anticuerpo que presenta una sola especificidad
y afinidad de unién para una diana particular, p. ej., un epitopo. Este término incluye un "anticuerpo monoclonal" o
una "composicion de anticuerpo monoclonal”, que, seguin se usa en la presente, se refieren a una preparacion de un
anticuerpo de una sola composiciéon molecular.
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En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo anti-FcRn recombinante o modificado, p. e€j., un anticuerpo
quimérico, humanizado, desinmunizado o generado in vitro. El término anticuerpo humano "recombinante" o
"modificado”, segun se usa en la presente, esta destinado a incluir todos los anticuerpos que se preparan, expresan,
crean o aislan por medios recombinantes, tales como anticuerpo expresados usando un vector de expresion
recombinante transfectado en una célula hospedadora, anticuerpos aislados de una biblioteca de anticuerpos
combinatoria recombinante, anticuerpos aislados de un animal (p. €j., un ratén) que es transgénico para genes de
inmunoglobulina humana o anticuerpos preparados, expresados, creados o aislados por cualquier otro medio que
impliqgue el empalme de secuencias génicas de inmunoglobulina humana a otras secuencias de ADN. Estos
anticuerpos recombinantes incluyen anticuerpos humanizados, injertados a CDR, quiméricos, desinmunizados,
generados in vitro y opcionalmente pueden incluir regiones constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina
germinal humana. En una realizacion, el anticuerpo no provoca una respuesta antiglobulinica en un ser humano.

También se divulgan anticuerpos (incluyendo anticuerpos de longitud completa o fragmentos de unién a antigeno de
los mismos) que se unen a epitopos solapados de, o inhiben competitivamente, la uniéon de los anticuerpos anti-
FcRn divulgados en la presente a FcRn p. €j., anticuerpos que se unen a epitopos solapados de, o inhiben
competitivamente, la unién de sFabs 532A- M0090-F09, M0084-B03, M0056-G05, M0084-B11, M0092-D02, M0055-
G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o MO0090-F11 a FcRn. También es posible usar una
combinacion de anticuerpos anti-FcRn, p. ej., dos 0 mas anticuerpos que se unen a diferentes regiones de FcRn, p.
€j., anticuerpos que se unen a dos epitopos diferentes sobre el dominio extracelular de FcRn. Alternativamente, se
puede usar un anticuerpo biespecifico. Un anticuerpo biespecifico es una molécula con dos dominios pesados
variables y dos ligeros variables de modo que la molécula individual incorpore dos capacidad de unién especificas;
uno o mas de los dominios variables o las especificidades pueden ser de un anticuerpo descrito en la presente y se
unen a FcRn.

Ciertos anticuerpos anti-FcRn divulgados en la presente (p. €j., un anticuerpo de longitud completa o fragmento de
union a antigeno del mismo) incluyen al menos una secuencia de dominio variable de cadena ligera o pesada (p. €j.,
al menos una inmunoglobulina de cadena ligera y al menos una inmunoglobulina de cadena pesada). Cada
inmunoglobulina puede incluir una secuencia de dominio variable de cadena ligera o pesada que tiene al menos una,
dos o tres regiones determinantes de la complementariedad (CDR's) sustancialmente idénticas a una CDR
procedente de una secuencia de dominio variable de cadena ligera o pesada de un anticuerpo que interactia con
FcRn, p. €j., un sFab descrito en la presente, p. ej., 532AM0090-F09, M0084-B03, M0056-G05, M0084-B11, M0092-
D02, M0055-G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o MO090-F11.

En una realizacion, el anticuerpo se une a FcRn usando su dominio de unién a antigeno y también a través de su
region Fc. En una realizacion, el anticuerpo se une a FcRn usando solamente su dominio de unién a antigeno. Por
ejemplo, el anticuerpo no incluye una region Fc o incluye una region Fc modificada que no interactia con FcRn. En
una realizacion, el anticuerpo se une a FcRn al menos 1000 veces mas estrechamente a través de sus dominios de
union a antigeno que a través de sus dominios Fc.

La union de ciertos anticuerpos divulgados en la presente a FcRn es sustancialmente independiente del pH en el
intervalo de 2-10, de 4-9, de 5-8, de 6-8, o de 6-7,5. El término "independiente del pH" se refiere a la capacidad del
anticuerpo para unirse y/o permanecer unido a FcRn a un pH en el intervalo de 2-10, 4-9, 5-8, 6-8 o 6-7,5. La
afinidad puede variar a los diversos valores de pH. La Kp puede ser no superior a 200 nM, 50 nM, 10 nM, 1 nM o
100 pM a cualquier valor dentro del intervalo. Por ejemplo, el anticuerpo se puede unir a FcRn a pH 6 y permanecer
unido a pH 7,5. La unién de ciertos anticuerpos divulgados en la presente a FcRn es sustancialmente dependiente
del pH. El término "independiente del pH" se refiera a la capacidad del anticuerpo para unirse y/o permanecer unido
a FcRn a un primer pH y la capacidad para unirse o para permanecer unido a FcRn a un segundo pH, donde el
segundo pH esta dentro de un nimero dado de unidades de pH (p. €j., 6, 5, 4, 3, 2, 1,5 unidades) del primer pH. Por
ejemplo, el anticuerpo se puede unir a FcRn a pH 6 y también se puede unir o permanecer unido a FcRn a pH 7,5.
El término "dependiente del pH" se refiere a la capacidad del anticuerpo para unirse/ y o permanecer unido a FcRn
a un primer pH y la falta de capacidad para unirse o para permanecer unido a FcRn a un segundo pH, donde el
segundo pH esta dentro de un nimero dado de unidades de pH (p. €j., 6, 5, 4, 3, 2, 1,5 unidades) del primer pH. Por
ejemplo, el anticuerpo se puede unir a FcRn a pH 6 y no se puede unir o permanecer unido a FcRn a pH 7,5.

En una realizacion, el anticuerpo se une preferentemente a FcRn humano en comparacién con FcRn de rata o mono
de un modo dependiente del pH o independiente del pH. En una realizacion, el anticuerpo se une tanto a FcRn
humano como al FcRn de un animal experimental adecuado (p. €j., una rata o un mono) con afinidades que difieren
en no mas de dos, cinco o diez veces. En una realizacion, el anticuerpo se une tanto a FcRn humano como al FcRn
de un animal experimental adecuado con Kp < 5 nM en el intervalo de pH de 6,0-7,5. En una realizacion, el
anticuerpo se une a FcRn en endosomas o bajo condiciones endosémicas. Por ejemplo, el anticuerpo se une a
FcRn bajo condiciones acidas, p. €j., pH 6. Ciertos anticuerpos divulgados en la presente se unen a FcRn a pH 6, p.
€j., al menos 1,5, 2, 5, 8, 10, 20 o 50 veces mejor que a pH 7,5. Ciertos anticuerpos divulgados en la presente
liberan FcRn a pH 7,5, p. €j., al menos 1,5, 2, 5, 8, 10, 20 o 50 veces mas rapidamente que a pH 6; se unen a FcRn
apH7,5,p.€j., almenos 1,5, 2, 5, 8, 10, 20 o 50 veces mejor que a pH 6; liberan FcRn a pH 6, p. €j., al menos 1,5,
2,5, 8,10, 20 o 50 veces mas rapidamente a pH 7,5, no liberan FcRn a pH 7,5; o no liberan FcRn a pH 6.
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En una realizacion, la interaccion con FcRn prolonga la semivida del anticuerpo. En una realizacién, el anticuerpo
hace que se disminuya la semivida de otras moléculas de IgG, p. €j., al menos 5, 10, 20, 40, 50, 60, 70, 80 o 90%.
Por ejemplo, una reduccion de 90% cambiaria la semivida de un anticuerpo de 20 dias a 2 dias.

En una realizacion, el anticuerpo provoca una mejora de los sintomas asociado con un trastorno autoinmunitario
cuando se administra a un sujeto. Por ejemplo, el anticuerpo puede aliviar o disminuir la gravedad de sintomas tales
como hinchazén, dolor o rigidez de las articulaciones; niveles de anticuerpos circulatorios tales como
autoanticuerpos; articulaciones doloridas (artralgia); fiebre; fatiga extrema; erupciones cutaneas; anemia; dolor en el
pecho o respiracion profunda; erupcion en forma de mariposa a través de las mejillas y la nariz; fotosensibilidad;
pérdida de cabello; ataques; Ulceras en la boca y la nariz; fendmeno de Raynaud; eritema leve; manifestaciones
neuropsiquiatricas; trombocitopenia; y efusion pleural.

En una realizacién, las secuencias de dominio variable de HC y LC son componentes de la misma cadena
polipeptidica, esto es, son parte de un anticuerpo monocatenario. En una realizacion, las secuencias de dominio
variable de HC y LC son componentes de diferentes cadenas polipeptidicas.

En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo de longitud completa. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser un
anticuerpo humano o humanizado y/o puede ser no inmunogénico en un ser humano. En una realizacion, el
anticuerpo comprende una regién de entramado de anticuerpo humano. En una realizacion, el anticuerpo
comprende un dominio Fc.

En ciertos anticuerpos divulgados en la presente, la secuencia de dominio variable de HC comprende una secuencia
de dominio variable de 3B3.11, 31.1, 532A- M0090-F09, M0084-B03, M0056-G05, M0084-B11, M0092-D02, M0055-
G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o M0090-F11 y la secuencia de dominio variable de LC
comprende una secuencia de dominio variable de 3B3.11, 31.1, 532A- M0090-F09, M0084-B03, M0056-G05,
MO0084-B11, M0092-D02, M0055-G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o M0090-F11. En una
realizacion, el anticuerpo se une a un epitopo de FcRn unido mediante 3B3.11, 31.1, 532A- M0090-F09, M0084-B03,
MO0056-G05, M0084-B11, M0092-D02, M0055-G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o M0090-
F11. En una realizaciéon, el anticuerpo compite con 532A- MO0090-F09, M0084-B03, M0056-G05, M0084-B11,
M0092-D02, M0055-G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o M0090-F11 por la unién a FcRn.

Se divulga en la presente un método para elaborar un anticuerpo monoclonal, que comprende: inmunizar a un
roedor con proteina de FcRn o al menos un fragmento del mismo o con una secuencia polinucleotidica que codifica
una molécula de FcRn o un fragmento de la misma; obtener células B de dicho roedor; fusionar dichas células B con
una linea celular de mieloma para obtener una célula de hibridoma; cultivar dicha célula de hibridoma bajo
condiciones tales que secrete un anticuerpo monoclonal, en donde dicho anticuerpo comprende al menos una region
variable, que se une especificamente a una molécula de FcRn, en donde dicha molécula de FcRn comprende un
dominio capaz de unirse a al menos una porcion de una region constante de IgG, en donde la uniéon de dicho
anticuerpo a dicha molécula de FcRn inhibe dicha unién de la porciéon de una region constante de IgG a dicha
molécula de FcRn; y aislar el anticuerpo.

La divulgacion presenta un método para identificar un anticuerpo que se une a FcRn, p. €j., FcRn humano, e incluye:
proporciona un antigeno de FcRn o un fragmento del mismo; proporcionar una biblioteca de anticuerpos, p. €j., una
biblioteca de exposicion; e identificar un miembro presente en la biblioteca que se une al antigeno de FcRn, donde
cada miembro de la biblioteca expone un componente de anticuerpo heterélogo sobre su superficie y cada miembro
incluye un acido nucleico que codifica el componente de anticuerpo heterdlogo, siendo el componente de anticuerpo
heterélogo un miembro de un grupo de diversos componentes de anticuerpo. El método puede incluir aislar una
molécula de acido nucleico del miembro identificado y la molécula de acido nucleico codifica el polipéptido que se
une especificamente al antigeno de FcRn. El anticuerpo se puede unir especificamente a FcRn humano.

La biblioteca puede ser una biblioteca de fagos, p. €j., una biblioteca de exposicion en fagos. El fago identificado se
puede eluir usando un ligando competidor, p. €j., un Fc de IgG que se une a FcRn y/o con un anticuerpo anti- FcRn
humano competidor.

La divulgacion presenta un método para detectar un FcRn en una muestra, el método incluye: poner en contacto la
muestra con un anticuerpo que se une a FcRn (p. ej., un anticuerpo descrito en la presente) y detectar una
interaccion entre el anticuerpo y un FcRn si esta presente.

El anticuerpo puede incluir un marcador detectable tal como una etiqueta fluorescente (p. ej. bodipy, 5-isocianato de
fluoresceina, rodamina y peroxidasa o fosfatasa alcalina que se detectan en presencia de sustratos cromogénicos o
quimioluminiscentes.

La divulgacion presenta un método para modular una actividad de FcRn, el método incluye: poner en contacto un
FcRn con un anticuerpo que se une a FcRn (p. €j., un anticuerpo descrito en la presente), modulando de ese modo
la actividad (p. €j., unién a IgG Fc) del FcRn. El FcRn puede estar en un sujeto humano; el FcRn puede estar en una
célula epitelial o endotelial o en la sangre (p. €j., soluble en la sangre o en células que circulan en la sangre) de un
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sujeto humano. El anticuerpo puede evitar la union del FcRn a un sustrato, p. €j., un sustrato endégeno tal como Fc
de IgG y/o albumina sérica. El FcRn puede estar en un endosoma de célula epitelial o endotelial.

La divulgaciéon presenta un método para tratar, prevenir y/o modular los sintomas de un trastorno, p. €j., un trastorno
autoinmunitario o un trastorno asociado con una actividad aberrante de FcRn. El método incluye: administrar un
anticuerpo que se une a FcRn (p. €j., un anticuerpo descrito en la presente) a un sujeto, p. €j., un sujeto que tiene el
trastorno o con riesgo de desarrollar el trastorno. El ligando se puede administrar en una cantidad y/o durante un
tiempo suficientes para modular los sintomas del trastorno.

El trastorno autoinmunitario puede ser un trastorno seleccionado del grupo que consiste en: artritis reumatoide (RA),
lupus eritematoso sistémico (SLE), miastenia grave (MG), enfermedad de Graves, purpura trombocitopénica
idiopatica (ITP), sindrome de Guillain-Barre, miocarditis autoinmunitaria, glomerulonefritis membranosa, diabetes
mellitus, diabetes tipo | o tipo Il, esclerosis multiple, sindrome de Reynaud, tiroiditis autoinmunitaria, gastritis,
enfermedad celiaca, vitiligo, hepatitis, cirrosis biliar primaria, enteropatia inflamatoria, neutropenia inmunitaria,
espondiloartropatias, encefalomielitis autoinmunitaria experimental, diabetes de comienzo juvenil y respuestas
inmunitarias asociadas con hipersensibilidad retardada mediada por citocinas, linfocitos T encontrados tipicamente
en la tuberculosis, sarcoidosis y polimiositis, poliarteritis, vasculitis cutanea, pénfigo, penfigoide, sindrome de
Goodpasture, enfermedad de Kawasaki, esclerosis sistémica, sindrome antifosfolipidico y sindrome de Sjogren.

Los anticuerpos de la invencion se pueden usar para inhibir el transporte de IgG a través de la barrera
hematoencefalica. Los anticuerpos de la invencién se pueden usar para tratar tumores cerebrales o enfermedad de
Alzheimer.

El anticuerpo puede disminuir la semivida de IgG enddgena. El trastorno autoinmunitario se puede caracterizar por
IgG circulatoria no deseada, p. €j., IgG patogena circulatoria no deseada.

La divulgacion presenta un método para detectar FcRn en un sujeto, el método incluye: administrar un anticuerpo
que se une a FcRn (p. €j., un anticuerpo descrito en la presente), que incluye un marcador detectable, a un sujeto; y
detectar el marcador en el sujeto. EI método puede incluir obtener imagenes del sujeto, p. €j., usando tomografia, p.
ej., MRI.

La divulgacion presenta un método para modular la semivida/los niveles de IgG circulatoria, el método incluye:
identificar a un sujeto, p. €j., un ser humano, que necesite modular la semivida/los niveles de IgG circulatoria; y
administrar un anticuerpo que se une a FcRn (p. €j., un anticuerpo descrito en la presente) al sujeto en una cantidad
eficaz para modular la semivida/los niveles de IgG circulatoria en el sujeto. EI método puede reducir la semivida/los
niveles de IgG circulatoria. El anticuerpo se puede administrar para disminuir la semivida/los niveles de IgG
circulatoria y en combinacién con otro agente o terapia contra un trastorno autoinmunitario. La combinacion de la
administracion del anticuerpo para FcRn el otro agente o terapia contra un trastorno autoinmunitario puede dar
como resultado el nivel del otro agente o terapia contra un trastorno autoinmunitario necesario para modular o
reducir la semivida/el nivel de IgG circulatoria.

La divulgacion presenta un acido nucleico aislado que incluye una primera secuencia que codifica un primer
polipéptido que incluye una secuencia al menos 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% idéntica a la secuencia
de una primera secuencia de dominio variable de 3B3.11, 31.1, 532A- M0090-F09, M0084-B03, M0056-G05, M0084-
B11, M0092-D02, M0055-G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o M0090-F11, o una secuencia
que se hibrida (p. €j., bajo condiciones rigurosas) a un acido nucleico que codifica la secuencia de un dominio
variable de 3B3.11, 31.1, 532A- MO0090-F09, M0084-B03, M0056-G05, M0084-B11, M0092-D02, MO0055-G12,
MO0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o MO0090-F11. El acido nucleico puede incluir ademas una
segunda secuencia que codifica un segundo polipéptido que incluye una segunda secuencia de dominio variable (de
un dominio variable correspondiente), p. €j., una secuencia al menos 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100%
idéntica a la secuencia de una segunda secuencia de dominio variable de 3B3.11, 31.1, 532A- M0090-F09, M0084-
B03, M0056-G05, M0084-B11, M0092-D02, M0055-G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o
M0090-F11, o una secuencia que se hibrida (p. €j., bajo condiciones rigurosas) a un acido nucleico que codifica la
secuencia de un dominio variable de 3B3.11, 31.1, 532A- M0090-F09, M0084-B03, M0056-G05, M0084-B11,
M0092-D02, M0055-G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o M0090-F11. El acido nucleico puede
incluir ademas secuencias reguladoras (p. €j., una secuencia promotora, una region 5' no traducida y una region 3'
no traducida) y/o secuencias vectoriales. Por ejemplo, el acido nucleico constituye un vector.

La divulgacion presenta una célula hospedadora que expresa un anticuerpo. La célula hospedadora incluye uno o
mas acidos nucleicos que colectivamente incluyen: (1) una primera secuencia que codifica una primera secuencia de
dominio variable que incluye una secuencia al menos 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% idéntica a la
secuencia de una primera secuencia de dominio variable de 3B3.11, 31.1, 532A- M0090-F09, M0084-B03, M0056-
GO05, M0084-B 11, M0092-D02, M0055-G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o M0090-F11, o una
secuencia que se hibrida (p. €j., bajo condiciones rigurosas) a un acido nucleico que codifica la secuencia de un
dominio variable de 3B3.11, 31.1, 532A- M0090-F09, M0084-B03, M0056-G05, M0084-B11, M0092-D02, M0055-
G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o M0090-F11 y (2) una segunda secuencia que codifica una
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segunda secuencia de dominio variable que incluye una segunda secuencia de dominio variable (de un dominio
variable correspondiente), p. €j., una secuencia al menos 80, 85, 90, 92, 94, 95, 96, 97, 98, 99 o 100% idéntica a la
secuencia de una segunda secuencia de dominio variable de 3B3.11, 31.1, 532A- M0090-F09, M0084-B03, M0056-
G05, M0084-B11, M0092-D02, M0055-G12, M0057-F02, M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o M0090-F11, o una
secuencia que se hibrida (p. €j., bajo condiciones rigurosas) a un acido nucleico que codifica la secuencia de un
dominio variable de 532A- M0090-F09, M0084-B03, M0056-G05, M0084-B11, M0092-D02, M0055-G12, M0057-F02,
M0062-C09, M0064-H04, M0073-E10 o MO090-F11.

La divulgacion presenta un método para tratar o prevenir un trastorno autoinmunitario, comprendiendo el método:
administrar un anticuerpo que se une a FcRn (p. €j., un anticuerpo descrito en la presente), p. €j., en combinacion
con una segunda terapia, a un sujeto que tenga un trastorno autoinmunitario o con riesgo de desarrollar el trastorno.
Por ejemplo, la segunda terapia puede ser una terapia adecuada para tratar o prevenir el trastorno. La segunda
terapia puede incluir: terapia intravenosa de Ig; farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAID); corticosteroides;
ciclosporinas, rapamicinas, ascomicinas, o sus analogos inmunosupresores, p. €j. ciclosporina A, ciclosporina G, FK-
506, rapamicina, 40-O-(2-hidroxi)etil-rapamicina; ciclofosfamida; azatioprina; metotrexato; brequinar; FTY 720;
leflunomida; mizoribina; acido micofendlico; micofenolato de mofetilo; 15-desoxiespergualina; anticuerpos
monoclonales inmunosupresores, p. €j., anticuerpos monoclonales para receptores leucociticos, p. ej.,, MHC, CD2,
CD3, CD4, CD7, CD25, CD28, B7, CD45 o CD58 o sus ligandos; otros compuestos inmunomoduladores, p. €j.
CTLA4Ig; u otros inhibidores de moléculas de adhesion, p. ej. mAbs o inhibidores de bajo peso molecular incluyendo
antagonistas de selectina.

La divulgacion presenta un método para tratar a un feto, el método incluye: conjugar un farmaco de molécula
pequefia o macromolecular, p. €j., un antibiético o una vacuna (p. €j., una vacuna viral), a un anticuerpo que se une
a FcRn; y administrar el conjugado a una mujer embarazada que tiene el feto en el utero. El feto puede tener un
trastorno o tener riesgo de un trastorno. Trastornos ejemplares incluyen un trastorno inmunolégico (p. €j., un
trastorno autoinmunitario, un trastorno metabdlico o un trastorno infeccioso, p. €j., una infeccion bacteriana o viral, p.
€j., una infeccion entérica (p. €j., infeccion por Helibacter pylori).

La divulgaciéon presenta un método para tratar a un lactante, comprendiendo el método: conjugar un farmaco de
molécula pequefia o macromolecular a un anticuerpo que se une a FcRn, p. €j.,, un anticuerpo descrito en la
presente; e introducir el anticuerpo conjugado en la leche materna. La leche materna se puede administrar al
lactante. El anticuerpo conjugado se puede administrar a una mujer y la mujer proporciona leche materna al lactante,
directamente, p. ej., mediante lactancia natural, o indirectamente.

Aunqgue la invencién se analiza principalmente con relacién a una realizacion preferida de anticuerpo, un experto
normal en la técnica apreciara faciimente que proteinas o ligandos de unién diferentes a anticuerpos estan dentro
del alcance de la divulgacion.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 representa el resultado de un analisis de ELISA de anticuerpos en sueros de ratéon obtenidos 56 dias
después de la inmunizacién de animales inmunizados con ADN que codifica hFcRn o hFcRn conectado a GPI; asi
como con ADN que codifica B2M humana con respecto a la reactividad bien con hFcRn o bien con 2M humana.
Los Ratones n° 180-184 se inmunizaron con hFcRn codificado por plasmido; los Ratones n° 185-189 con hFcRn
codificado por plasmido y hB2M codificado por plasmido; los Ratones n° 190-194 se inmunizaron con hFcRn
conectado a GPI codificado por plasmido; los Ratones n° 195-199 se inmunizaron con hFcRn conectado a GPI
codificado por plasmido y hB2M codificada por plasmido.

La Figura 2 representa el resultado de un analisis de ELISA de anticuerpos en sueros de ratéon obtenidos 94 dias
después de la inmunizacién de animales inmunizados con ADN que codifica hFcRn o hFcRn conectado a GPI; asi
como con ADN que codifica B2M humana con respecto a la reactividad bien con hFcRn o bien con 2M humana.

La Figura 3 representa los resultados de un analisis de FACS que se realiz6 para determinar si los sobrenadante d
clones derivados del raton n° 182 eran capaces de bloquear la unién de higG a hFcRn en células 293C11 (células
HEK 293 manipuladas para sobreexpresar FcRn). Las células 293C11 se incubaron con sobrenadantes de
hibridoma durante 60-90 minutos y a continuacién se lavaron con PBS seguido por incubacion con higG marcada
con Alexa fluor-488. Los resultados se expresan bien en cuanto a (A) intensidad de fluorescencia media total (TMFI)
o bien en cuanto a (B) el porcentaje cambiado (inhibicidon o elevacion) en la unién de IgG humana a FcRn.

La Figura 4 representa los resultados de un analisis de FACS que se realiz6 para determinar la actividad de bloqueo
de sobrenadantes de hibridoma derivados del ratéon n°® 187 con el método descrito en el Ejemplo 6. Los resultados se
expresan bien en cuanto a (A) intensidad de fluorescencia media total (TMFI) o bien en cuanto a (B) el porcentaje
cambiado (inhibicién o elevacion) en la unién de IgG humana a FcRn.
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La Figura 5 representa los resultados de un analisis de FACS que se realizé para determinar la potencia de la
actividad de bloqueo de FcRn a diversas concentraciones de (A) mAb 31.1, mAb 4.13 y higG1; o (B) mAb 3B3.11,
mAb 4B4.12 y higG1, al examinar la tincion de la superficie celular de células 293 C11 (células HEK 293
manipuladas para sobreexpresar FcRn) que se incubaron en presencia de hilgG marcada con Alexa-488 y
anticuerpos monoclonales de bloqueo anti-FcRn o higG1. Los resultados se expresan como porcentajes de union de
higG a células 293C11 definidos como TMFI a diversa concentracion dividida por TMFI de las muestras sin
competidor por 100%).

La Figura 6 representa los histogramas procedentes de un analisis de FACS que se realizé para determinar la unién
de mAb 3B3.11, mAb 31.1, mAb 4.13, mAb 4B4.12 y mAb 15B6.1 a la superficie celular de células 293 C11 que
expresan hFcRn (células HEK 293 manipuladas para sobreexpresar hFcRn).

La Figura 7 representa los histogramas procedentes de un analisis de FACS que se realiz6 para determinar la union
de mAb 3B3.11, mAb 31.1, mAb 4.13 y mAb 4B4.12 a la superficie celular de células que expresan FcRn de rata
(fibroblastos de rata manipulados para sobreexpresar FcRn de rata).

La Figura 8 representa los histogramas procedentes de un analisis de FACS que se realizé para determinar la unién
de mAb 3B3.11, mAb 4.13, mAb 31.1, mAb 4B4.12 y mAb 15B6.1 a la superficie celular de células 3T3 de ratéon que
expresan FcRn (células NIH 3T3 manipuladas para sobreexpresar FcRn de ratén).

La Figura 9 representa los histogramas procedentes de un analisis de FACS que se realiz6 para determinar la union
de mAb 3B3.11, mAb 4.13, mAb 31.1, mAb 4B4.12 y mAb 15B6.1 a hFcRn expresado intracelularmente en células
THP (una linea celular monocitica humana).

La Figura 10 representa los histogramas procedentes de un analisis de FACS que se realizdé para determinar la
union de mAb 3B3.11, mAb 4.13, mAb 31.1, mAb 4B4.12 y mAb 15B6.1 a hFcRn expresada intracelularmente en
células Caco-2 (una linea celular epitelial intestinal humana).

La Figura 11 representa el porcentaje de (A) poblacion de macréfagos procedente de bazo de raton y (B) la
poblacién total de células esplénicas de ratén, que son reactivos sobre la superficie o intracelularmente bien con
mAb 4B4.12 o bien con el control isotipico, migG2a (1813).

La Figura 12 representa el peso medio de (A) el bazo y (B) los nédulos linfaticos inguinales procedentes de ratones
inmunizados con OVA mas CFA y tratados con mAb 4B4.12, el control isotipico, migG2a (1813) o PBS. Los ratones
se inmunizaron con OVA mas CFA y se trataron IP con 10 inyecciones de 1 mg de 4B4.12 o control isotipico 1813.

La Figura 13 representa el efecto sobre los niveles séricos de IgG anti-ovoalbumina (OVA) de ratones Balb/c, que se
han inmunizado con OVA y a continuacion se han tratado bien con mAb 4B4.12, bien con el control positivo, mlgG2a
(1813), o bien con PBS. El tratamiento con anticuerpos consistia en tres inyecciones intraperitoneales (IP) diarias de
anticuerpos, seguido por 10 inyecciones IP de anticuerpos cada dos dias. Los resultados mostrados se obtuvieron
después de 9 dias de tratamiento con anticuerpos (5 inyecciones).

La Figura 14 representa el efecto sobre los niveles séricos de IgG humana de ratones CD-1, a los que se les ha
inyectado intraperitonealmente (IP) 1 mg/kg de IgG humana (Synagis) y ha continuacion se han tratado 72 horas
mas tarde mediante una sola inyeccioén IP bien de 20 mg/kg de mAb 4B4.12, bien de 20 mg/kg del control isotipico,
mlgG2a (1813), o bien PBS. Se obtuvieron muestras de suero inmediatamente antes de la inyeccion de mAB (72 h
después de la inyeccion de Synagis), 72 y 168 horas después de la inyeccion de mAB. Los resultados mostrados se
obtuvieron a partir de suero tomado 24 horas después del tratamiento con anticuerpo.

La Figura 15 representa el mismo experimento que se describe en la Figura 14 con dos puntos de muestreo de
suero adicionales (72 y 168 horas). Los resultados se expresaron como porcentaje de Synagis remanente en
comparacion con el nivel de Synagis antes de la inyeccion de mAB.

La Figura 16 representa un curso del tiempo del efecto del tratamiento bien con mAb 4B4.12, el control isotipico,
migG2a (1813), o bien con PBS sobre la gravedad de los sintomas de la miastenia grave autoinmunitaria
experimental (EAMG). La gravedad de la enfermedad se evalué mediante la asignacién de un grado de cero a
cuatro de sintomas crecientemente graves como sigue: 0, sin sintomas; 1, presion débil, fatigabilidad y algunas
sibilancias; 2, debilidad general, postura encorvada en reposo, disminucion del peso corporal, temblores; 3, debilidad
grave, moribundo; y 4, muerte.
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La Figura 17 representa el efecto del tratamiento bien con mAb 4B4.12, bien con el control isotipico, migG2a (1813),
o bien con PBS sobre la pérdida de peso, presentada en gramos (segun se representa en el eje y) como resultado
de la miastenia grave autoinmunitaria experimental (EAMG).

La Figura 18 representa una comparacion de la cinética de depuracion de IgG humana biotinilada (Biotina-higG)
frente a IgG humana no marcada (hlgG) para ratones Tg32B (hFcRn+/+, h2M+/+, mFcRn-/-, mB2M-/-). Se les
inyectaron intravenosamente (IV) a los animales 5 mg/kg de IgG humana biotinilada (Synagis) y 495 mg/kg de higG
no marcada. Los sueros se recogieron en los momentos mostrados en la figura y las concentraciones séricas de
Biotina-hlgG se determinaron usando placas Avidin (Pierce Chemicals) y la higG no marcada se midi6 mediante
ELISA.

La Figura 19 representa la cinética de depuracion de IgG humana biotinilada (Biotina-hlgG) para ratones Tg32B
(hFcRn +/+, hB2M+/+, mFcRn -/-, mB2M -/-) después del tratamiento de los animales con mAb 3B3.11. Se les
inyectaron intravenosamente (1V) a los animales 5 mg/kg de IgG humana biotinilada (Synagis) y 495 mg/kg de higG
no marcada. Después de 24 horas, se iniciaron inyecciones |V diarias de 50 mg/kg de mAb 3B3.11 y después se
continuaron durante un periodo de 5 dias. Los sueros se recogieron en los momentos mostrados en la figura y las
concentraciones séricas de Biotina-hlgG se determinaron usando placas Avidin (Pierce Chemicals).

La Figura 20 representa un grafico de barras procedente de una analisis por FACS que se realiz6 para determinar la
union de mAb 3B3.11, mAb 4.13, mAb 31.1, mAb 4B4.12 y mAb 15B6.1 a células COS 1 transfectadas con
FcRn/B2M de mono. Los resultados se expresan como TMFI.

La Figura 21 representa una transferencia Western que se realizd6 para determinar la unidon especifica de
mAB3B3.11, 15B6.1, 4.13 y 31.1 a la cadena alfa de hFcRn y la unién especifica de mAb 3B5.4 y 5A4.9 a 32M.

La Figura 22 representa un analisis de epitopos Biacore que se realizé para determinar los epitopos que reconocen
estos mABs.

La Figura 23 representa los efectos de cuatro dosis intravenosas diarias consecutivas de M90-F11, M84-B11 y M55-
G12 sobre el catabolismo de Biotina-IgG en ratones TG32B.

La Figura 24 representa una respuesta a la dosis de M90-F11 sobre el catabolismo de hilgG en ratones hFcRn Tg
(cuatro dosis intravenosas diarias consecutivas).

La Figura 25 representa una respuesta a una sola dosis de M90-F11 sobre el catabolismo de higG en ratones
hFcRn Tg.

La Figura 26 representa enfoques usados para madurar por afinidad el M90-F11 germinal.

La Figura 27 representa el efecto de IgG y FAB soluble madurados por afinidad en la aceleracion del catabolismo de
hlgG en ratones Tg32B con una dosis intravenosa de 20 mg/kg (Biotina-IgG e IgG total).

La Figura 28 representa el efecto IgG y FAB soluble madurados por afinidad en la aceleracion del catabolismo de
hlgG en ratones Tg32B con una dosis intravenosa de 5 mg/kg (Biotina-IgG e IgG total).

La Figura 29 representa cambios en la linea germinal de M90-F11 (destacados en negrita) introducidos en la cadena
ligera pero no en la cadena pesada.

La Figura 30 representa la variacion alotipica de IgG.

La Figura 31 representa el efecto de anticuerpos anti-FcRn administrados intravenosamente sobre el catabolismo de
hlgG en ratones Tg32B.

La Figura 32 representa el efecto de anticuerpo anti-FcRn M161-B04 (DX2504) administrado subcutaneamente
sobre el catabolismo de hlgG en ratones Tg32B.

La Figura 33 representa el efecto de anticuerpos anti-FcRn sobre el catabolismo de higG en monos cynomolgus. La
Figura 33A representa los momentos en los que se tomaba la muestra de sangre. La Figura 33B representa el nivel
de IgG sérica total cuando no se administraba anticuerpo anti-FcRn M161-B04.
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La Figura 34 representa el efecto de anticuerpo anti-FcRn M161-B04 administrado intravenosamente (Figura 34A) y
subcutaneamente (Figura 34B) en 5 mg/kg en monos. Se muestran los datos para monos individuales.

La Figura 35 representa el efecto de anticuerpo anti-FcRn M161-B04 administrado intravenosamente (Figura 35A) y
subcutaneamente (Figura 35B) en 20 mg/kg en monos. Se muestran los datos para monos individuales.

La Figura 36 representa el efecto de anticuerpo anti-FcRn M161-B04 administrado intravenosamente y
subcutaneamente en diversas concentraciones en monos (datos normalizados a la predosis)

La Figura 37 representa el efecto de anticuerpo anti-FcRn M161-B04 administrado intravenosamente y
subcutaneamente sobre la concentracion de IgA sérica (Figura 37A), IgM sérica (Figura 37B) y albumina sérica
(Figura 37C) en monos (datos normalizados a la predosis).

La Figura 38 representa secuencias de DX-2504 y alineaciones de las mismas.
Descripcion detallada

En circunstancias normales, FcRn puede prolongar la semivida de IgG circulatoria. Se pueden usar anticuerpos que
se unen a FcRn para modular la funciéon de FcRn, por ejemplo, al evitar la interaccion con IgG. En particular, se
pueden usar anticuerpos que bloquean la interaccion de FcRn con IgG para reducir la semivida de moléculas de
IgG.

Estos anticuerpos y estrategias relacionadas se pueden usar para tratar e incluso prevenir trastornos
autoinmunitarios mediados por anticuerpos tales como, esclerosis multiple, enteropatia inflamatoria, artritis
reumatoide (RA) y lupus eritematoso sistémico (SLE) u otro trastorno autoinmunitario descrito en la presente. Un
anticuerpo monoclonal anti-FcRn de rata antagonista (mAb)1G3 prevenia satisfactoriamente la miastenia grave
autoinmunitaria experimental (EAMG) en un modelo en ratas con una dosis de 30 mg/kg; esto es aproximadamente
100 veces inferior que la IgG intravenosa (IVIG) usada en el tratamiento de MG, SLE y ITP. Ademas, los ratones
deficientes en FcRn genéticamente predispuestos a desarrollar un trastorno autoinmunitario tal como lupus o artritis
tienen una reduccioén significativa en la gravedad de la enfermedad. Asi, los anticuerpos de bloqueo anti-FcRn
humano tienen potencial terapéutico para el tratamiento de trastornos autoinmunitarios en seres humanos.

Esta divulgacion proporciona ademas, entre otras cosas, anticuerpos humanos anti-FcRn humano antagonistas que
estan disponibles para el tratamiento de trastornos autoinmunitarios y la reduccién de los niveles circulatorios de
IgGs. También se divulga la identificacion de Fabs solubles (sFab) de alta afinidad con la capacidad para unirse a
través del dominio de unién a antigeno y bloquear la interaccién entre IgG-Fc y FcRn humano o FcRn de rata (segun
se evallua en ensayos de union tanto con proteinas solubles como con células vivas usando una linea celular
manipulada para sobreexpresar FcRn humano o FcRn de rata). Los sFabs pueden unirse y bloquear de un modo
independiente del pH o de un modo dependiente del pH, p. €j., a un pH acido tal como pH 6. Los sFabs se pueden
convertir en anticuerpos de IgG.

Definiciones

El término "proteina de unién" se refiere a una proteina que puede interactuar con una molécula diana. Este término
se usar intercambiablemente con "ligando". Una "proteina que se une a FcRn" o un "ligando que se une a FcRn" se
refiere a una proteina que puede interactuar con un FcRn, e incluye, en particular, proteinas que interactian
preferentemente con un FcRn, p. gj., IgG.

Segun se usa en la presente, el término "anticuerpo” se refiere a una proteina que incluye al menos un dominio
variable de inmunoglobulina o una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina. Por ejemplo, un anticuerpo
puede incluir una region variable de cadena pesada (H) (abreviada en la presente como VH) y una region variable de
cadena ligera (L) (abreviada como VL). En otro ejemplo, un anticuerpo incluye dos regiones variables de cadena
pesada (H) y dos regiones variables de cadena ligera (L). El término "anticuerpo" abarca fragmentos que se unen a
antigeno de anticuerpos (p. €j., anticuerpos monocatenarios, fragmentos Fab y sFab, F(ab'),, fragmentos Fd,
fragmentos Fv, scFv y fragmentos dAb) asi como anticuerpos completos.

Las regiones VH y VL se pueden subdividir adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas "regiones
determinantes de la complementariedad" ("CDR"), entremezcladas con regiones que estan mas conservadas,
denominadas "regiones de entramado” ("FR"). La extension de la regién de entramado y las CDRs se ha definido
precisamente (véase, Kabat, E.A., y cols. (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, Quinta Edicion,
U.S. Department of Health and Human Services, Publicacién NIH N° 91-3242, y Chothia, C. y cols. (1987) J. Mol.
Biol. 196:901-917, véase ademas http://www.hgmp.mrc.ac.uk). Las definiciones de Kabat se usan en la presente.
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Cada VH y VL esta compuesta tipicamente por tres CDRs y cuatro FRs, dispuestas desde el extremo amino al
extremo carboxi en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4.

El término "fragmento que se une a antigeno" de un anticuerpo de longitud completa (o simplemente "porcion de
anticuerpo” o "fragmento"), segiin se usa en la presente, se refiere a uno o mas fragmentos de un anticuerpo de
longitud completa que retienen la capacidad para unirse especificamente a una diana de interés. Ejemplos de
fragmentos de uniéon abarcados dentro del término "fragmento que se une a antigeno" de un anticuerpo de longitud
completa incluyen (i) un fragmento Fab, un fragmento monovalente que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1;
(ii) un fragmento F(ab'),, un fragmento bivalente que incluye dos fragmentos Fab conectados por un puente de
disulfuro en la region de bisagra; (iii) un fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CH1; (iv) un fragmento Fv
que consiste en los dominios VL y VH de un solo brazo de un anticuerpo, (v) un fragmento dAb (Ward y cols., (1989)
Nature 341:544-546), que consiste en un dominio VH; y (vi) una regién determinante de la complementariedad
(CDR) aislada que retiene la funcionalidad. Por otra parte, aunque los dos dominios del fragmento Fv, VL y VH,
estan codificados por genes separados, se pueden ligar, usando métodos recombinantes, mediante un conector
sintético que permite elaborarlos como una cadena proteinica individual en la que las regiones VL y VH se
emparejan para formar moléculas monovalentes conocidas como Fv monocatenario (scFv). Véase, p. €j., Bird y cols.
(1988) Science 242:423-426; y Huston y cols. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883.

Los fragmentos de anticuerpo se pueden obtener usando cualquier técnica apropiada incluyendo técnicas
convencionales conocidas por los expertos en la especialidad. El término "anticuerpo monoespecifico" se refiere a
un anticuerpo que presenta una unica especificidad y afinidad de union para una diana particular, p. ej., un epitopo.
Este término incluye un "anticuerpo monoclonal" o una "composicion de anticuerpo monoclonal" que, segun se usa
en la presente, se refieren a una preparacion de anticuerpos o fragmentos de los mismos de una sola composicion
molecular. Segun se usa en la presente, "isotipo" se refiere a la clase de anticuerpo (p. €j., IgM o IgG1) que es
codificada por genes de la region constante de cadena pesada.

Segun se usa en la presente, "afinidad de union" se refiere a la constante de asociacion aparente o K,. La K, es la
reciproca de la constante de disociacion (Kd?. Una proteina de unién puede tener, por ejemplo, una afinidad de unién
de al menos 10'5, 10'6, 10'7, 10'8, 10'9, 10710 y 10" M para una molécula diana particular. Una unién de afinidad
superior de un ligando de union a una primera diana con relacién a una segunda diana puede estar indicada por una
Ka superior (o una Ky de valor numeérico inferior) para unirse a la primera diana que la K, (o valor numérico Kq) para
la unién a la segunda diana. En estos casos, la proteina de unién tiene especificidad para la primera diana (p. €j.,
una proteina en una primera conformacién o mimético de la misma) con relacion a la segunda diana (p. €j., la misma
proteina en una segunda conformacion o mimético de la misma; o una segunda proteina). Las diferencias en la
afinidad de unién (p. €j., para la especificidad u otras comparaciones) pueden ser al menos 1.5, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20,
50, 70, 80, 100, 500, 1000 o 10° veces.

La afinidad de unién se puede determinar mediante una variedad de métodos incluyendo didlisis en equilibrio, union
en equilibrio, filtracion en gel, ELISA, resonancia plasmoénica superficial o espectroscopia (p. €j., usando un ensayo
de fluorescencia). Condiciones ejemplares para evaluar la afinidad de unién son en PBS (solucidn salina tamponada
con fosfato) a pH 7,2 a 30°C. Estas técnica se pueden usar para medir la concentracion de proteina de unién unida y
libre como una funcién de la concentracion de proteina de unién (o diana). La concentracion de proteina de union
unida ([Unida]) se relaciona con la concentracion de proteina de unién libre ([Libre]) y la concentracién de sitios de
union para la proteina de unién sobre la diana donde (N) es el nimero de sitios de unién por molécula diana
mediante la siguiente ecuacion:

[Unida] = N - [Libre]/((1/Ka) + [Libre]).

Sin embargo, no siempre es necesario realizar una determinacion exacta de K,, puesto que a veces es suficiente
obtener una medida cuantitativa de la afinidad, p. €j., determinada usando un método tal como analisis por ELISA o
FACS, es proporcional a K,, y asi se puede usar para comparaciones, tales como determinar si una afinidad superior
es, p. €j., 2 veces mayor, para obtener una medida cualitativa de la afinidad, o para obtener una inferencia de la
afinidad, p. €j., mediante la actividad en un ensayo funcional, p. €j., un ensayo in vitro o in vivo.

El término "ligando cognado" se refiere a un ligando presente en la naturaleza de un FcRn, incluyendo variantes
presentes en la naturaleza del mismo (p. ej., variantes de empalme, mutantes presentes en la naturaleza e
isoformas).

Una "sustitucién de aminoacido conservativa" es una en la que el residuo de aminoacido se reemplaza por un
residuo de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica familias de residuos de
aminoacido que tienen cadenas laterales similares. Estas familias incluyen aminoacidos con cadenas laterales
basicas (p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales acidas (p. ej., acido aspartico, acido glutamico), cadenas
laterales polares descargadas (p. €j., glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas
laterales apolares (p. €j., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas
laterales ramificadas en beta (p. €j., treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (p. €j., tirosina,
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fenilalanina, triptéfano, histidina). Es posible que muchos residuos de aminoacido de entramado y CDR incluyan una
0 mas sustituciones conservativas.

Las secuencias de consenso para biopolimeros pueden incluir posiciones que se pueden variar entre diversos
aminoacidos. Por ejemplo, el simbolo "X" en este contexto se refiere generalmente a cualquier aminoacido (p. €.,
cualquiera de los veinte aminoacidos naturales o cualquiera de los diez y nueve aminoacidos distintos de cisteina).
Otros aminoacidos permitidos también se pueden indicar, por ejemplo, usando paréntesis y barras. Por ejemplo,
"(AJW/F/N/Q)" que alanina, triptéfano, fenilalanina, asparagina y glutamina son permitidos en esa posicion particular.

Una region variable de inmunoglobulina "efectivamente humana" es una region variable de inmunoglobulina que
incluye un ndmero suficiente de posicién de aminoacido de entramado humanas tales que la region variable de
inmunoglobulina no provoque una respuesta inmunogénica en un ser humano normal. Un anticuerpo "efectivamente
humano" es un anticuerpo que incluye un numero suficiente de posiciones de aminoacido humanas tales que el
anticuerpo no provoque una respuesta inmunogénica en un ser humano normal.

Un "epitopo" se refiere al sitio en un compuesto diana que esta unido por una proteina de unién (p. €j., un anticuerpo
tal como Fab o un anticuerpo de longitud completa). En el caso de que el compuesto diana sea una proteina, el sitio
puede estar totalmente compuesto por componentes de aminoacido, totalmente compuesto por modificaciones
quimicas de aminoacidos de la proteina (p. €j., restos glicosilo) o compuesto por combinaciones de los mismos. Los
epitopos solapados incluyen al menos un residuo de aminoacido comun.

Los calculos de "homologia" o "identidad de secuencia" entre dos secuencias (los términos se usan
intercambiablemente en la presente) se realizan como sigue. Las secuencias se alinean con propdsitos de
comparacion 6ptima (p. €j., se pueden introducir huecos en una o ambas de una primera y una segunda secuencia
de aminoacidos o acido nucleico para un alineamiento dptimo y las secuencias no homélogas se pueden ignorar con
propésitos de comparacion). El alineamiento 6ptimo se determina como la mejor puntuacion usando el programa
GAP en el paquete de software GCG con una matriz de puntuaciéon Blosum 62 con una penalizacion por hueco de
12, una penalizacion por extension del hueco de 4 y una penalizacion por hueco del marco de 5. Los residuos de
aminoacido o los nucledtidos en posiciones de aminoacido o posiciones de nucledtido correspondientes se
comparan a continuacién. Cuando una posicién en la primera secuencia esta ocupada por el mismo residuo de
aminoacido o nucleétido que la posicion correspondiente en la segunda secuencia, entonces las moléculas son
idénticas en esa posicion (segun se usa en la presente, "identidad" de aminoacidos o acidos nucleicos es
equivalente a "homologia" de aminoacidos o acidos nucleicos). El porcentaje de identidad entre dos secuencias es
una funcién del nUmero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias.

En una realizacion, la longitud de una secuencia de referencia alineada con propdésitos de comparacion es al menos
30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, 80%, 90%, 92%, 95%, 97%, 98% o 100% de la
longitud de la secuencia de referencia. Por ejemplo, la secuencia de referencia puede ser la longitud de la secuencia
de dominio variable de inmunoglobulina.

Una region variable de inmunoglobulina "humanizada" es una regién variable de inmunoglobulina que esta
modificada para incluir un numero suficiente de posiciones de aminoacido de entramo humanas tales que la region
variable de inmunoglobulina no provoque una respuesta inmunogénica en un ser humano normal. Descripciones de
inmunoglobulinas "humanizadas" incluyen, por ejemplo, los documentos US 6.407.213 y US 5.693.762.

Segun se usa en la presente, el término "se hibrida bajo condiciones de rigurosidad baja, rigurosidad media,
rigurosidad alta o rigurosidad muy alta" describe condiciones para la hibridacion y el lavado. Directrices para realizar
reacciones de hibridacion se pueden encontrar en Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, N.Y.
(1989), 6.3.1-6.3.6, que se incorpora mediante referencia. Métodos acuosos y no acuosos se describen en esa
referencia y se puede usar cualquiera. Condiciones de hibridacion especificas mencionadas en la presente son
como sigue: (1) condiciones de hibridacion de baja rigurosidad en 6X cloruro sodico/citrato sédico (SSC) a
aproximadamente 45°C, seguido por dos lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% al menos a 50°C (la temperatura de los
lavados se puede incrementar hasta 55°C para las condiciones de baja rigurosidad); (2) condiciones de hibridacion
de rigurosidad media en 6X SSC a aproximadamente 45°C, seguido por uno o mas lavados en 0,2X SSC, SDS al
0,1% a 60°C; (3) condiciones de hibridacién de rigurosidad alta en 6X SSC a aproximadamente 45°C, seguido por
uno o mas lavados en 0,2X SSC, SDS al 0,1% a 65°C; y (4) condiciones de hibridacién de rigurosidad muy alta son
fosfato sédico 0,5 M, SDS al 7% a 65°C, seguido por uno o mas lavados en 0,2X SSC, SDS al 1% a 65°C. Las
condiciones de rigurosidad muy alta (4) son las condiciones preferidas y las que se deben usar a menos que se
especifique otra cosa. La divulgacion incluye acidos nucleicos que se hibridan con rigurosidad baja, media, alta o
muy alta a un acido nucleico descrito en la presente o a un complemento del mismo, p. €j., acidos nucleicos que
codifican una proteina de union descrita en la presente. Los acidos nucleicos pueden ser de la misma longitud o
dentro de 30, 20 o 10% de la longitud del acido nucleico de referencia. El acido nucleico puede corresponder a una
region que codifica una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina.

Una proteina que se une a FcRn puede tener mutaciones (p. €j., al menos una, dos o cuatro y/o menos de 15, 10, 5,
o 3) con relacién a una proteina de unién descrita en la presente (p. ej., sustituciones conservativas o de
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aminoacidos no esenciales), que no tienen un efecto sustancial sobre las funciones de la proteina. Si una sustitucion
particular se tolerara, es decir, no afectara adversamente a las propiedades bioldgicas, tales como la actividad de
unioén, o no se puede predecir, p. €j., usando el método de Bowie y cols. (1990) Science 247:1306-1310.

Un "dominio de inmunoglobulina” se refiere a un dominio procedente del dominio variable o constante de moléculas
de inmunoglobulina. Los dominios de inmunoglobulina contienen tipicamente dos laminas B formadas por
aproximadamente siete hebras 3 y un enlace disulfuro conservado (véase, p. €j., A. F. Williams y A. N. Barclay 1988
Ann. Rev Immunol. 6:381-405).

Segun se usa en la presente, una "secuencia de dominio variable de inmunoglobulina" se refiere a una secuencia de
aminoacidos que puede formar la estructura de un dominio variable de inmunoglobulina de modo que una o mas
regiones CDR estén situadas en una conformacién adecuada para un sitio de unién a antigeno. Por ejemplo, la
secuencia puede incluir la totalidad o parte de la secuencia de aminoacidos de un dominio variable presente en la
naturaleza. Por ejemplo, la secuencia puede omitir uno, dos o0 mas aminoacidos N- o C-terminales, aminoacidos
internaos, puede incluir una o mas inserciones o aminoacidos terminales o puede incluir otras alteraciones. En una
realizacion, un polipéptido que incluye una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina se puede asociar con
otra secuencia de dominio variable de inmunoglobulina para formar una estructura de unién diana (o "sitio de unién a
antigeno"), p. €j., una estructura que interactda preferentemente con una estructura de FcRn.

La cadena VH o VL del anticuerpo puede incluir ademas la totalidad o parte de una regién constante de cadena
pesada o ligera, para formar de ese modo una cadena de inmunoglobulina pesada o ligera, respectivamente. En una
realizacion, el anticuerpo es un tetramero de dos cadenas de inmunoglobulina pesadas y dos cadenas de
inmunoglobulina ligeras, en donde las cadenas de inmunoglobulina pesadas vy ligeras estan interconectadas por, p.
€j., enlaces disulfuro. La region constante de las cadenas pesadas incluye tres dominios, CH1, CH2 y CH3. La
region constante de las cadenas ligeras incluye un dominio CL. La region variable de las cadenas pesadas y ligeras
contiene un dominio de unién que interactia con un antigeno. Las regiones constantes de los anticuerpos median
tipicamente en la unién del anticuerpo a tejidos o factores hospedadores, incluyendo diversas células del sistema
inmunitario (p. €j., células efectoras) y el primer componente (Clq) del sistema clasico del complemento. El término
"anticuerpo” incluye inmunoglobulinas intactas de los tipos IgA, 1gG, IgE, IgD, IgM (asi como subtipos de las
mismas). Las cadenas ligeras de la inmunoglobulina pueden ser de los tipos: kappa o lambda. En una realizacion, el
anticuerpo esta glicosilado. Un anticuerpo puede ser funcional para citotoxicidad dependiente de anticuerpos y/o
citotoxicidad mediada por el complemento.

Una o mas regiones de un anticuerpo pueden ser humanas o efectivamente humanas. Por ejemplo, una o mas de
las regiones variables pueden ser humanas o efectivamente humanas. Por ejemplo, una o mas de las CDRs pueden
ser humanas, p. €j., HC CDR1, HC CDR2, HC CDR3, LC CDR1, LC CDR2 y LC CDRS3. Cada una de las CDRs de
cadena ligera puede ser humana. HC CDR3 puede ser humana. Una o mas de las regiones de entramado puede ser
humana, p. €., FR1, FR2, FR3 y FR4 de la HC o LC. En una realizacién, todas las regiones de entramado son
humanas, p. ej., derivadas de una célula somatica humana, p. €j., una célula hematopoyética que produce
inmunoglobulinas o una célula no hematopoyética. En una realizacion, las secuencias humanas son secuencias
germinales, p. €j., codificadas por un acido nucleico germinal. Una o mas de las regiones constantes pueden ser
humanas o efectivamente humanas. En una realizacion, al menos 70, 75, 80, 85, 90, 92, 95 o0 98% de, o la totalidad
de, el anticuerpo puede ser humano o efectivamente humano.

La totalidad o parte de un anticuerpo se puede ser codificada por un gen de inmunoglobulina o un segmento del
mismo. Genes de inmunoglobulina humanos ejemplares incluyen los genes de las regiones constantes kappa,
lambda, alfa (IgA1 e IgA2), gamma (IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4), delta, épsilon y mu, asi como la miriada de genes de
regiones variables de inmunoglobulina. Las "cadenas ligeras" de inmunoglobulina de longitud completa
(aproximadamente 25 KDa o 214 aminoacidos) son codificadas por un gen de una region variable en el extremo
NH2 (aproximadamente 110 aminoacidos) y un gen de la region constante kappa o lambda en el extremo COOH.
Las "cadenas pesadas" de inmunoglobulina de longitud completa (aproximadamente 50 KDa o 446 aminoacidos)
son codificadas de forma similar por un gen de una regioén variable (aproximadamente 116 aminoacidos) y uno de
los otros susodichos genes de una region constante, p. ej., gamma (que codifica aproximadamente 330
aminoacidos).

Una "composicion aislada" se refiere a una composicion que se retira de al menos 90% de al menos un componente
de una muestra natural de la que se puede obtener la composicién aislada. Las composiciones producidas
artificialmente o naturalmente pueden ser "composiciones de al menos" un cierto grado de pureza si la especies o la
poblacién se especies de interés es al menos 5, 10, 25, 50, 75, 80, 90, 92, 95, 98 0 99% pura en una base peso-
peso.

El término "mimético”, en el contexto de un mimético de una conformacién de un FcRn o una porcién del mismo, se

refiere a un FcRn modificado que tiene una desviaciéon para al menos una conformacién particular con relaciéon a un
FcRn presente en la naturaleza o una porcién del mismo.
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Un residuo de aminoacido "no esencial" es un residuo que se puede alterar a partir de la secuencia silvestre del
agente de unioén, p. €j., el anticuerpo, sin suprimir o sin alterar sustancialmente una actividad bioldgica, mientas que
un residuo de aminoacido "esencial" da como resultado este cambio.

Las expresiones "administracion parenteral" y "administrado parenteralmente”, segin se usan en la presente,
significa modos de administracion distintos a la administracion enteral y topica, habitualmente mediante inyeccion, e
incluye, sin limitacion, inyeccion e infusion intravenosa, intramuscular, intraarterial, intratecal, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea, subcuticular, intraarticular,
subcapsular, subaracnoidea, intraespinal, epidural e intraesternal.

Los términos "polipéptido” o "péptido” (que se pueden usar intercambiablemente) se refieren a un polimero de tres o
mas aminoacidos conectados mediante un enlace peptidico, p. €j., entre 3 y 30, 12 y 60, o 30 y 300, o mas de 300
aminoacidos de longitud. El polipéptido puede incluir uno o mas aminoacidos no naturales. Tipicamente, el
polipéptido incluye solamente aminoacidos naturales. Una "proteina" puede incluir una o mas cadenas
polipeptidicas. Segun esto, el término "proteina" abarca polipéptidos. Una proteina o un polipéptido puede incluir
también una o mas modificaciones, p. €j., una glicosilacion, amidacion, fosforilacién, nitrosilacion, etc. El término
"péptido pequeio” se puede usar para describir un polipéptidos que tiene una longitud entre 3 y 30 aminoacidos, p.
€j., una longitud entre 8 y 24 aminoacidos.

Una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiera una cantidad eficaz, en dosificaciones y durante periodos
necesarios, para alcanzar el resultado profilactico deseado. Tipicamente, debido a que se usa una dosis profilactica
en sujetos antes de o en una fase temprana de la enfermedad, la cantidad profilacticamente eficaz sera menor que
la cantidad terapéuticamente eficaz.

Segun se usa en la presente, el término "sustancialmente idéntica" (o "sustancialmente homdloga") se usa en la
presente para referirse a una primera secuencia de aminoacidos o acido nucleico que contiene un nimero suficiente
de residuos de aminoacido o nucleétidos idénticos o equivalentes (p. €j., con una cadena lateral similar, p. €j.,
sustituciones de aminoacidos conservadas) a una segunda secuencia de aminoacidos o acido nucleico tal que la
primera y la segunda secuencias de aminoacidos o acido nucleico tengan (o codifiquen proteinas que tienen)
actividades, p. €j., una actividad de union, una preferencia de uniéon o una actividad biolégica, similares. En el caso
de los anticuerpos, el segundo anticuerpo tiene la misma especificidad y tiene al menos 50% de la afinidad con
relaciéon al mismo antigeno.

También son parte de esta divulgacion secuencias similares u homélogas (p. €j., al menos aproximadamente 85%
de identidad de secuencia) a las secuencias divulgadas en la presente. En algunas realizaciones, la identidad de
secuencia puede ser aproximadamente 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o superior.
Ademas, existe una identidad sustancial cuando los segmentos del acido nucleico se hibridan bajo condiciones de
hibridacion selectiva (p. €j., condiciones de hibridacién altamente rigurosas) al complemento de la hebra. Los acidos
nucleicos pueden estar presentes en células enteras, en un lisado celular o en una forma parcialmente purificada o
sustancialmente pura.

La significacion estadistica se puede determinar mediante cualquier método conocido en la técnica. Pruebas
estadisticas ejemplares incluyen: la prueba de la t de Student, la prueba no paramétrica de U de Mann Whitney y la
prueba estadistica no paramétrica de Wilcoxon. Algunas relaciones estadisticamente significativas tiene un valor P
de menos de 0,05 o 0,02. Proteinas de unidn particulares pueden mostrar una diferencia, p. €j., en la especificidad o
la unién, que son estadisticamente significativas (p. ej., valor P < 0,05 o 0,02). Los términos "inducir", "inhibir",
"potenciar”, "elevar", "incrementar", "disminuir" o similares, p. €j., que indican diferencias cualitativas o cuantitativas
distinguibles entre dos estados, y se pueden referir a una diferencia, p. e€j., una diferencia estadisticamente
significativa, entre los dos estados.

Una "dosificacion terapéuticamente eficaz" modula un parametro medible, p. €j., los niveles de anticuerpos de IgG
circulatorios en un grado estadisticamente significativo o al menos aproximadamente 20%, en al menos
aproximadamente 40%, en al menos aproximadamente 60% o en al menos aproximadamente 80% con relacion a
sujetos no tratados. La capacidad de un compuesto para modular un parametro medible, p. €j., autoinmunidad, se
puede evaluar en un sistema modélico en animales predictivo de la eficacia en trastornos autoinmunitarios humanos.
Alternativamente, esta propiedad de una composicién se puede evaluar al examinar la capacidad del compuesto
para modular un parametro in vitro, p. €j., mediante ensayos conocidos para el facultativo experto.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion se haran mas evidentes a partir de las siguientes
descripcion detallada y reivindicaciones. Realizaciones de la invencion pueden incluir cualquier combinacion de las
caracteristicas descritas en la presente, con la condiciéon de que estén dentro del alcance de las reivindicaciones. En
ningun caso término "realizacion" excluyen una o mas de otras caracteristicas divulgadas en la presente, a menos
que estas caracteristicas estén excluidas del alcance de las reivindicaciones.
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Secuencias de FCRN

El siguiente alineamiento de secuencias es de una secuencia de aminoacidos de la cadena alfa de FcRn humano
con una secuencia de aminoacidos de la cadena alfa de FcRn de rata. Una proteina de FcRn ejemplar puede incluir
una de estas dos secuencias, o un fragmento de la misma, p. €j., un fragmento sin la secuencia de sefial:

Secuencia de Sefial dominio a4

a_HUMANA: MGVPRPQPWALGLLLFLLPGSLG AESHLSLLYHLTAVSSPAPGTPAFWVSGWLGPQQYLS
a_RATA: MGMSQPGV-LLSLLLVLLPQTWG AEPRLPLMYHLAAVSDLSTGLPSFWATGWLGAQQYLT

dominio ay dominio ax
a_HUMANA: YNSLRGEAEPCGAWVWENQVSWYWEKETTDLRIKEKLFLEAFKALGGK--GP  YTLQGLLG
a_RATA: YNNLRQEADPCGAWIWENQVSWYWEKETTDLKSKEQLFLEAIRTLENQINGT FTLQGLLG

dominio ax
a_HUMANA: CELGPDNTSVPTAKFALNGEEFMNFDLKQGTWGGDWPEALAISQRWQQQDKAANKELTFL
o RATA: CELAPDNSSLPTAVFALNGEEFMRFNPRTGNWSGEWPETDIVGNLWMKQPEAARKESEFL
dominio ax dominio a3
a_HUMANA: LFSCPHRLREHLERGRGNLEWK EPPSMRLKARPSSPGFSVLTCSAFSFYPPELQLRFLRN
a_RATA: LTSCPERLLGHLERGRQNLEWK EPPSMRLKARPGNSGSSVLTCAAFSFYPPELKFRFLRN
dominio a3
o HUMANA: GLAAGTGQGDFGPNSDGSFHASSSLTVKSGDEHHYCCIVQHAGLAQPLRVELE
o RATA: GLASGSGNCSTGPNGDGSFHAWSLLEVKRGDEHHYQCQVEHEGLAQPLTVDLD
Transmembrana Dominio citoplasmico

a_HUMANA: SPAKSSVLVVGIVIGVLLLTAAAVGGALLW RRMRSGLPAPWISLRGDDTGVLLPTPGEAQ
a_RATA: SPARSSVPVVGIILGLLLVVVAIAGGVLLW NRMRSGLPAPWLSLSGDDSGDLLPGGNLPP
a_HUMANA: DADLKDVNVIPATA (SEQ ID NO:1)
a_RATA: EAEPQGVNAFPATS (SEQ ID NO:2)

El siguiente alineamiento de secuencias es de una secuencia de aminoacidos de microglobulina 2 humana con una
secuencia de aminoacidos de microglobulina 32 de rata. Una proteina de FcRn ejemplar puede incluir una de estas
dos secuencias, o un fragmento de la misma, p. ej., un fragmento sin la secuencia de sefal:

Secuencia de Sefial
B2m_humana: MSRSVALAVLALLSLSGLEA
MARSVTVIFLVLVSLAVVLA

Microglobulina 32

IQRTPKIQVYSRHPAENGKSNFLNCYVSGFHPSDIEVDLL

B2m_rata : IQKTPQIQVYSRHPPENGKPNFLNCYVSQFHPPQIEIELL
Microglobulina 32

B2m_humana: KNGERIEKVEHSDLSFSKDWSFYLLYYTEFTPTEKDEYACRVNHVTLSQPKIVKWDRDM (SEQ
ID NO:3)

KNGKKIPNIEMSDLSFSKDWSFYILAHTEFTPTETDVYACRVKHVTLKEPKTVTWDRDM
NO:4)

B2m_rata: (SEQ ID

Una secuencia de acido nucleico ejemplar que codifica una cadena alfa de proteina de FcRn puede incluir las
siguientes secuencias:
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Secuencia nucleotidica de alfa de FcRn Homo sapiens

GTTCTTCAGGTACGAGGAGGGCATTGTTGTCAGTCTGGACCGAGCCCGCAGAGCCCCTCCTCGGCGTCCT
GGTCCCGGCCGTGCCCGCGGTGTCCCGGGAGGAAGGGGCGGGCCGEEGETCGGGAGGAGTCACGTGCCCC
CTCCCGCCCCAGGTCGTCCTCTCAGCATGGGGGTCCCGCGGCCTCAGCCCTGGGCGCTGGGGCTCCTGCT
CTTTCTCCTTCCTGGGAGCCTGGGCGCAGAAAGCCACCTCTCCCTCCTGTACCACCTTACCGCGGTGTCC
TCGCCTGCCCCGGGEGACTCCTGCCTTCTGGGTGTCCGGCTGGCTGGGCCCGCAGCAGTACCTGAGCTACA
ATAGCCTGCGGGGCGAGGCGGAGCCCTGTGGAGCTTGGGTCTGGGAAAACCAGGTGTCCTGGTATTGGGA
GAAAGAGACCACAGATCTGAGGATCAAGGAGAAGCTCTTTCTGGAAGCTTTCAAAGCTTTGGGGGGAARA
GGTCCCTACACTCTGCAGGGCCTGCTGGGCTGTGAACTGGGCCCTGACAACACCTCGGTGCCCACCGCCA
AGTTCGCCCTGAACGGCGAGGAGTTCATGAATTTCGACCTCAAGCAGGGCACCTGGGCTGGECGACTGGCC
CGAGGCCCTGGCTATCAGTCAGCGGTGGCAGCAGCAGGACAAGGCGGCCAACAAGGAGCTCACCTTCCTG
CTATTCTCCTGCCCGCACCGCCTGCGGGAGCACCTGGAGAGGGGCCGCGGAAACCTGGAGTGGAAGGAGC
CCCCCTCCATGCGCCTGAAGGCCCGACCCAGCAGCCCTGGCTTTTCCGTGCTTACCTGCAGCGCCTTCTC
CTTCTACCCTCCGGAGCTGCAACTTCGGTTCCTGCGGAATGGGCTGGCCGCTGGCACCGGCCAGGGTGAC
TTCGGCCCCAACAGTGACGGATCCTTCCACGCCTCGTCGTCACTAACAGTCAAAAGTGGCGATGAGCACC
ACTACTGCTGCATTGTGCAGCACGCGGGGCTGGCGCAGCCCCTCAGGGTGGAGCTGGAATCTCCAGCCAA
GTCCTCCGTGCTCGTGGTGGGAATCGTCATCGGTGTCTTGCTACTCACGGCAGCGGCTGTAGGAGGAGCT
CTGTTGTGGAGAAGGATGAGCGAGTGGGCTGCCAGCCCCTTGGATCTCCCTTCGTGGAGACGACACCEGGE
TCCTCCTGCCCACCCCAGGGGAGGCCCAGGATGCTGATTTGAAGGATGTAAATGTGATTCCAGCCACCGC
CTGACCATCCGCCATTCCGACTGCTAAAAGCGAATGTAGTCAGGCCCCTTTCATGCTGTGAGACCTCCTG
GAACACTGGCATCTCTGAGCCTCCAGAAGGGGTTCTGGGCCTAGTTGTCCTCCCTCTGGAGCCCCGTCCT

GTGGTCTGCCTCAGTTTCCCCTCCTAATACATATGGCTGTTTTCCACCTCGATAATATAACACGAGTTTG
GGCCCGAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAANAAAARAAAAA (SEQ ID NO:5)

La secuencia de acido nucleico de un FcRn humano ejemplar (dominio extracelular) mas secuencias de ADN de GPI
5 (minusculas negrita) se indica posteriormente.
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ATGGGGGTCCCGCGGCCTCAGCCCTGGGCGCTGGGGCTCCTGCTCTTTCTCCTTCCTGGGAGCCTGGGCG
CAGAAAGCCACCTCTCCCTCCTGTACCACCTTACCGCGGTGTCCTCGCCTGCCCCGGGGACTCCTGCCTT
CTGGGTGTCCGGCTGGCTGGGCCCGCAGCAGTACCTGAGCTACAATAGCCTGCGGGGCGAGGCGGAGCCC
TGTGGAGCTTGGGTCTGGGAAAACCAGGTGTCCTGGTATTGGGAGAAAGAGACCACAGATCTGAGGATCAA
GGAGAAGCTCTTTCTGGAAGCTTTCAAAGCTTTGGGGGGAAAAGGTCCCTACACTCTGCAGGGCCTGCTGG
GCTGTGAACTGGGCCCTGACAACACCTCGGTGCCCACCGCCAAGTTCGCCCTGAACGGCGAGGAGTTCATG
AATTTCGACCTCAAGCAGGGCACCTGGGGTGGGGACTGGCCCGAGGCCCTGGCTATCAGTCAGCGGTGGCA
GCAGCAGGACAAGGCGGCCAACAAGGAGCTCACCTTCCTGCTATTCTCCTGCCCGCACCGCCTGCGGGAGC
ACCTGGAGAGGGGCCGCGGAAACCTGGAGTGGAAGGAGCCCCCCTCCATGCGCCTGAAGGCCCGACCCAGC
AGCCCTGGCTTTTCCGTGCTTACCTGCAGCGCCTTCTCCTTCTACCCTCCGGAGCTGCAACTTCGGTTCCT
GCGGAATGGGCTGGCCGCTGGCACCGGCCAGGGTGACTTCGGCCCCAACAGTGACGGATCCTTCCACGCCT
CGTCGTCACTAACAGTCAAAAGTGGCGATGAGCACCACTACTGCTGCATTGTGCAGCACGCGGGGCTGGCG
CAGCCCCTCAGGGTGGAGCTGGAATCTCCAGCCAAGTCCTCCeggecgetegacgggctacgagcatcagt
aacactactaggcgcaggcctactactatcactactaccagcactactacgatttgggeccataa

(SEQ IDNO: 6)

Una secuencia de acido nucleico ejemplar que codifica una beta-2-microglobulina (32M) puede incluir las siguientes
secuencias:

>Nucledtido de beta-2-microglobulina (B2M) Homo sapiens

AATATAAGTGGAGGCGTCGCGCTGGCGGGCATTCCTGAAGCTGACAGCATTCGGGCCGAGATGTCTCGCT

CCGTGGCCTTAGCTGTGCTCGCGCTACTCTCTCTTTCTGGCCTGGAGGCTATCCAGCGTACTCCARAAGAT
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TCAGGTTTACTCACGTCATCCAGCAGAGAATGGAAAGTCAAATTTCCTGARATTGCTATGTGTCTGGGTTT
CATCCATCCGACATTGAAGTTGACTTACTGAAGAATGCGAGAGAGAATTGAAAAAGTGGAGCATTCAGACT
TGTCTTTCAGCAAGGACTGCTCTTTCTATCTCTTGTACTACACTGAATTCACCCCCACTGARARAGATGA
GTATGCCTGCCGTGTGAACCATGTGACTTTGTCACAGCCCARGATAGTTAAGTGGEATCGAGACATGTAA
GCAGCATCATGGAGGTTTGAACGATGCCGCATTTGGATTGGATGARTTCCAAAT TCTGCTTGCTTGCTTTT
TAATATTGATATGCTTATACACTTACACTTTATGCACAABATGTAGGGTTATAATAATGTTARCATGGAC
ATGATCTTCTTTATAATTCTACTTTGAGTGCTGTCTCCATGTTTCATGTATCTGAGCAGGTTGCTCCACA
GGTAGCTCTAGGAGGGCTGGCARCTTAGAGGTGGGGAGCAGAGAATTCTCTTATCCAACATCAACATCTT
GGTCAGATTTGAACTCTTCAATCTCTTGCACTCAAAGCTTGTTAAGATAGTTAAGCGTGCATAAGTTAAC
TTCCAATTTACATACTCTGCTTAGAATTTGGGCGGAARATTTAGARATATAATTGACAGGATTATTGGARA
TTTGTTATAATGAATGAAACATTTTGTCATATARGATTCATATTTACTTCTTATACATTTGATARAGTAR
GGCATGGTTGTGCTTAATCTGGTTTATTTTTGTTCCACAAGTTAAATARATCATAAAACTTGATGTGTTA

TCTCTTA (SEQ ID NO:7)

Anticuerpos de ratén anti-FcRn humano
Estructura y secuencia de los anticuerpos

La divulgacion se refiera a un anticuerpo que se une especificamente a al menos un epitopo de FcRn, en donde la
union del anticuerpo al epitopo de FcRn inhibe la unién al FcRn de la porcion Fc de IgG. La divulgacion se refiere asi
a un anticuerpo de bloqueo de FcRn. El anticuerpo de bloqueo puede ser una IgG, una IgM, una IgA, una IgD o una
IgE. El anticuerpo de bloqueo puede ser una IgG. El anticuerpo puede tener una afinidad de unién de 10"°M7. EI
anticuerpo puede tener una afinidad de unién de 10""™M™.

Se divulga en la presente un anticuerpo monoclonal producido por un hibridoma de 3B3.11, un hibridoma de 31.1, un
hibridoma de 4B4.12 o un hibridoma de 17D3.

Los anticuerpos divulgados en la presente se pueden unir a un epitopo lineal de FcRn, o a un epitopo
conformacional de FcRn. En una realizacion, el anticuerpo de la invencién se une a una secuencia de aminoacidos
que comprende EPPSMRLKAR (SEQ ID NO: 105) o un fragmento de la misma. En otra realizacion, el anticuerpo de
la invencion se une a una secuencia de aminoacidos que comprende CSAFYPPELQLRFFLRNGL (SEQ ID NO:106)
o un fragmento de la misma

En ciertas realizaciones, los anticuerpos de esta invencién reaccionan especificamente con un epitopo que es el
mismo que el epitopo reconocido por 3B3.11 y 31.1. Estos anticuerpos se pueden determinar en ensayos de union
competitiva.

Secuencias de aminoacidos (AA) de realizaciones ilustrativas de los anticuerpos anti-FcRn de esta divulgacion,

incluyendo sus dominios Vy y Vi, y CDRs, se enumeran en la Tabla 1. Dos ejemplos especificos de los anticuerpos
se identifican como 3B3.11y 31.1.
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Tabla 1: CDRs para anticuerpos de ratén de la divulgacion

Anticuerpo | LV-CDR1 LV-CDR2 LV-CDR3 HV-CDR1 |HV-CDR2 HV-CDR3
3B3.11  |SASSSISSNYLH | RTSNLAS |QQGSNIPLT  |RSWMN EGSPYFDY
(SEQ ID NO:8) (SEQ ID (SEQ IDNO:10) |(SEQ  ID | RIHPGDGDTNYN |(SEQ ID
NO:9) NO:11) GKFKG (SEQ ID NO:13)
NO:12)
GGYDGYY
VITNYYGDASYN | oo
KFKG (SEQ ID
YTSTLQP DYAMH Q. (SEQIP 1 (seqp
KASQDINNYIA (SEQ ID LQYDNLLRT  [(SEQ  ID NO:I9 NO:19)
31.1 (SEQ ID NO:14) NO:15) (SEQ ID NO:16) |NO:17)

La secuencia de aminoacidos para la cadena ligera de 3B3.11 se indica posteriormente. Las regiones CDR estan
5 subrayadas y la regiéon constante esta en cursiva.

CDR 1 CDR 2

1 DIQLTQSPTT VAASPGEKIT ITCSASSSIS SNYLHWYQQK PGFSPKLLIY RTSNLASGVP

CDR 3 CL 1
61 ARFSGSGSGT SYSLTIGTME AEDVATYYCQ QGSNIPLTFG AGTKLELKRA DAAPTVSIFP

CL 1
121 PSSEQLTSGG ASVVCFLNNF YPKDINVKWK IDGSERQNGV LNSWTDQDSK DSTYSMSSTL

CL 1
181 TLTKDEYERH NSYTCEATHK TSTSPIVKSF NKNE (SEQ ID NO:20)

La secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de 3B3.11 se indica posteriormente. Las regiones CDR estan
subrayadas y la region constante esta en cursiva.

CDR 1 CDR 2
1 VKLQESGPEL VKPGASVKIS CKASGYAFSR SWMNWVKQRP GQGLEWIGRI HPGDGDTNYN

CDR 2 CDR 3 CH 1
61 GKFKGKATLT VAKSSSTAYM QLSSLTSVDS AVYFCANEGS PYFDYWGQGT TLTVSSAKTT

CH 1
121 PPSVYPLAPG SAAQTNSMVT LGCLVKGYFP EPVTVTWNSG SLSSGVHTFP AVLQSDLYTL

CH 1
10 181 SSSVTVPSST WPSETVTCNV AHPASSTKVD KKLE (SEQ ID NO:21)

La secuencia de aminoacidos para la cadena ligera de 31.1 se indica posteriormente. Las regiones CDR estan
subrayadas y la region constante esta en cursiva.
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CDR 1 CDR 2
1 DIQLTQSPSS LSASLGDKVT ITCKASQDIN NYIAWYQHKP GKRSRLLIHY TSTLQPGIPS
CDR 3 CL 1
61 RFSGSGSGRD YSFSISNLEP EDIATYYCLQ YDNLLRTFGG GTKLEIKRAD AAPTVSIFPP

CL 1
121 SSEQLTSGGA SVVCFLNNFY PKDINVKWKI DGSERQNGVL NSWTDQDSKD STYSMSSTLT

CL 1
181 LTKDEYERHN SYTCEATHKT STSPIVKSFN KNE (SEQ ID NO:22)

La secuencia de aminoacidos para la cadena pesada de 31.1 se indica posteriormente. Las regiones CDR estan
subrayadas y la region constante esta en cursiva.

CDR 1 CDR 2
1 VXLQOSGAEL VRPGVSVKIS CKGSGYTFTD YAMHWVKOSH AKSLEWIGVI TNYYGDASYN

CDR 2 CDR 3
61 QKFKGKATMT VDKSSSTAYM ELARLTSEDS AIYYCARGEY DGYYVDEDYW GQGTTLTVSS

CL 1
121 AKTTPPSVYP LAPGSAAQTN SMVTLGCLVK GYFPEPVTVT WNSGSLSSGV HTFPAVLQSD

CL 1
181 LYTLSSSVTV PSSTWPSETV TCNVAHPASS TKVDKKLE (SEQ ID NO:23)

Ciertos anticuerpos divulgados en la presente comprenden un dominio VH, un dominio VL, o una combinacion de los
mismos, del fragmento Fv procedente de 3B3.1 1 y 31.1. Anticuerpos adicionales comprenden una, dos, tres, cuatro,
cinco o seis regiones determinantes de la complementariedad (CDRs) procedentes de los dominios VH y VL.
Anticuerpos cuyas secuencias de CDR estan incluidas dentro de SEQ ID NO: 20, 21, 22 o 23 estan abarcadas
dentro de la divulgacion.

La divulgacién proporciona un método para obtener anticuerpos anti-FcRn que comprende crear anticuerpos con
secuencia o secuencias de VH y/o VL alteradas obtenidas a partir de SEQ ID NOS: 20, 21, 22 o 23. Estos
anticuerpos pueden ser derivados por un experto usando técnicas conocidas en la especialidad. Por ejemplo, se
pueden introducir sustituciones, eliminaciones o adiciones de aminoacidos en regiones FR y/o CDR. Se disefian
habitualmente cambios en FR para mejorar la estabilidad y la inmunogenicidad del anticuerpo, mientras que
tipicamente se disefian cambios en CDR para incrementar la afinidad del anticuerpo por su antigeno. Los cambios
que incrementan la afinidad se pueden probar al alterar la secuencia de CDR y medir la afinidad del anticuerpo por
su diana (Antibody Engineering, 22 ed., Oxford University Press, ed. Borrebaeck (1995).

Anticuerpos cuyas secuencias de CDR difieren insustancialmente de las incluidas en o incluidas dentro de las
secuencias en SEQ ID NOS: 20, 21, 22 o 23 son abarcadas dentro de la divulgacion. Tipicamente, esto implica la
sustitucién de un aminoacido por un aminoacido que tiene caracteristicas de carga, hidréfobas o estereoquimicas
similares. También se pueden hacer sustituciones mas drasticas en regiones FR, en contraste con regiones CDR,
con la condicién de que no afecten adversamente (p. €j., reduzcan la afinidad en mas de 50% en comparacién con
un anticuerpo no sustituido) a las propiedades de unién del anticuerpo. También se pueden hacer sustituciones para
hacer germinal al anticuerpo o estabilizar el sitio de unién al antigeno.

Métodos para elaborar anticuerpos monoclonales de ratén

Se han descrito métodos para elaborar anticuerpos monoclonales (Harlow y cols., Antibodies A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1988)). En algunos casos, como una primera etapa, un
roedor, p. €j., un raton, es inmunizado con un polipéptido antigénico para generar una respuesta de anticuerpos.
Debido a que FcRn se expresa ubicuamente y exhibe un alto grado de homologia entre especies, la inmunizacion
con polipéptido no es satisfactoria para producir anticuerpos monoclonales especificos para FcRn de alta afinidad o
anticuerpos monoclonales de bloqueo de FcRn. Para resolver este problema, se puede realizar una vacunacion con
ADN (Castagliola y cols., J. Immunology 160:1458 (1998)). La vacunacion con ADN implica inmunizar a un roedor, p.
€j., un ratén, con una construccién de ADNc que codifica FcRn o un fragmento del mismo. La inmunizacién se puede
administrar intramuscularmente, intraperitonealmente, subcutaneamente, intravenosamente, intradérmicamente o
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directamente en el nédulo linfatico. Las inmunizaciones se pueden administrar intramuscularmente. La vacunacién
con ADN se puede administrar con un adyuvante, p. ej. adyuvante completo de Freund o adyuvante incompleto de
Freund. La vacunacién con ADN se puede efectuar mediante la administracion de una cardiotoxina para incrementar
el titulo de anticuerpo. La administracion de una cardiotoxina provoca la muerte celular y la regeneracion celular lo
que eleva la captacién celular de la vacuna de ADN administrada. La cardiotoxina también puede incrementar la
inflamacién, lo que da como resultado una respuesta inmunitaria mas robusta.

Se aislan del roedor células secretoras de anticuerpo (células B). Tipicamente, la célula B se puede aislar del bazo
del roedor y fusionar con una linea celular de mieloma. Las lineas celulares de mieloma son lineas celulares
inmortalizadas que no producen anticuerpos. La linea celular de mieloma se puede elegir de, pero no se limita a, P3-
X63Ag8, X63Ag8.653, Sp2/0-Ag14, FO, NSI/1-Ag4-1, NSO/1, FOX-NY, Y3-Ag1.2.3, YB2/0 e IR983F.

Los esplenocitos se fusionan con la linea celular de mieloma para formar un hibridoma. La fusién se puede mediar al
mezclar los dos tipos de células con polietilenglicol durante un periodo apropiado (p. ej. cinco minutos). Los
hibridomas formados se hacen crecer en cultivo celular usando un medio de seleccion apropiado (p. €j. HAT) y se
criban con respecto a su capacidad para producir un anticuerpo monoclonal contra FcRn. El cribado se puede
realizar usando técnicas inmunoldgicas conocidas, p. €j. un ELISA.

Otro enfoque para elaborar anticuerpos monoclonales especificos para FcRn es inmunizar un ratén transgénico
inactivado en FcRn con FcRn humano soluble, véase la Solicitud PCT WO 02/43658. El documento WO 02/43658
describe un ratéon transgénico cuyo genoma comprende una alteracion homocigoética en su gen de FcRn endégeno,
en donde dicha alteracion homocigoética evita la expresion de una proteina de FcRn funcional. El anticuerpo
monoclonal de la invencion no se elabora en un raton transgénico cuyo genoma comprende una alteracion
homocigoética en su gen de FcRn enddgeno, en donde dicha alteracion homocigoética evita la expresion de una
proteina de FcRn funcional. El anticuerpo monoclonal de la invencién no estd comprendido por una célula B
procedente de un raton transgénico cuyo genoma comprende una alteracion homocigoética en su gen de FcRn
enddgeno, en donde dicha alteracion homocigética evita la expresion de una proteina de FcRn funcional.

Bibliotecas de exposicion de anticuerpos anti-FcRn humanizados

Una biblioteca de exposicion se puede usar para identificar anticuerpos que se unen al FcRn. Una biblioteca de
exposicién es una coleccion de entidades; cada entidad incluye un componente polipeptidico accesible y un
componente recuperable que codifica o identifica el componente polipeptidico. EI componente polipeptidico se varia
de modo que se representen diferentes secuencias de aminoacidos. El componente polipeptidico puede ser de
cualquier longitud, p. ej. desde tres aminoacidos a mas de 300 aminoacidos. En una seleccion, el componente
polipeptidico de cada miembro de la biblioteca se sonda con el FcRn y, si el componente polipeptidico se une al
FcRn, el miembro de la biblioteca de exposiciéon se identifica, tipicamente mediante la retencién sobre un soporte.
Ademas, una entidad de una biblioteca de exposicidon puede incluir mas de un componente polipeptidico, por
ejemplo, las dos cadenas polipeptidicas de un sFab.

Los miembros de la biblioteca de exposicion retenidos se recuperan del soporte y se analizan. El analisis puede
incluir la amplificacién y una seleccion posterior bajo condiciones similares o diferentes. Por ejemplo, se pueden
alternar selecciones positivas y negativas. El analisis también puede incluir determinar la secuencia de aminoacidos
del componente polipeptidico y la purificacién del componente polipeptidico para una caracterizacion detallada.

Se puede usar una variedad de formatos para las bibliotecas de exposicion. Ejemplos incluyen los siguientes.

Exposicion en fagos. Un formato utiliza virus, particularmente bacteriéfagos. Este formato se denomina "exposicion
en fagos". El componente proteinico tipicamente esta conectado covalentemente a una proteina de envuelta de
bacteriéfago. La conexion resulta de la traduccién de un acido nucleico que codifica el componente proteinico
fusionado a la proteina de envuelta. La conexién puede incluir un conector peptidico flexible, un sitio de proteasa o
un aminoacido incorporado como resultado de la supresién de un codén de terminacion. La exposicion en fagos se
describe, por ejemplo, en los documentos U.S. 5.223.409; Smith (1985) Science 228:1315-1317; WO 92/18619; WO
91/17271; WO 92/20791; WO 92/15679; WO 93/01288; WO 92/01047; WO 92/09690; WO 90/02809; de Haard y
cols. (1999) J. Biol. Chem 274:18218-30; Hoogenboom y cols. (1998) Immunotechnology 4:1-20; Hoogenboom y
cols. (2000) Immunol Today 2:371-8; Fuchs y cols. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372; Hay y cols. (1992) Hum
Antibod Hybridomas 3:81-85; Huse y cols. (1989) Science 246:1275-1281; Griffiths y cols. (1993) EMBO J 12:725-
734; Hawkins y cols. (1992) J Mol Biol 226:889-896; Clackson y cols. (1991) Nature 352:624-628; Gram y cols.
(1992) PNAS 89:3576-3580; Garrard y cols. (1991) Bio/Technology 9:1373-1377; y Hoogenboom y cols. (1991) Nuc
Acid Res 19:4133-4137.

Se han desarrollado sistemas de exposicion en fagos para fagos filamentos (fago fl, fd y M13) asi como otro
bacteriéfago. Los sistemas de exposicion en fagos filamentosos usan tipicamente fusiones a una proteina de
envuelta secundaria, tal como la proteina del gen lll, y la proteina del gen VIII, una proteina de envuelta principal,
pero también se pueden usar fusiones a otras proteinas de envuelta tales como la proteina del gen VI, la proteina
del gen VI, la proteina del gen 1X, o dominios de las mismas (véase, p. €j., el documento WO 00/71694). La fusion
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puede ser a un dominio de la proteina del gen lll, p. €j., el dominio de anclaje o "tocon" (véase, p. €j., la Patente de
EE. UU. N° 5.658.727 para una descripcion del dominio de anclaje de la proteina del gen Ill). También es posible
asociar fisicamente la proteina que se presenta a la envuelta usando una conexién no peptidica.

Un bacteriofago que presente el componente proteinico se puede hacer crecer y recoger usando métodos
preparativos de fagos estandar, p. ej., precipitacion con PEG del medio de crecimiento. Después de la seleccion de
fagos de exposicion individuales, el acido nucleico que codifica los componentes proteinicos seleccionados se puede
aislar de células infectadas con los fagos seleccionados o de los propios fagos, después de la amplificacion. Las
colonias o las placas individuales se pueden recoger, el acido nucleico se puede aislar y someter a secuenciacion.

Otros formatos de exposicion. Otros formatos de exposicion incluyen la exposicion basada en células (véase, p. €j.,
el documento WO 03/029456), fusiones de proteina-acido nucleico (véase, p. €j., el documento US 6.207.446), y
exposicion de ribosomas (véase, p. ej., Mattheakis y cols. (1994) Proc. Natl. Acad Sci. USA 91:9022 y Hanes y cols.
(2000) Nat Biotechnol. 18:1287-92; Hanes y cols. (2000) Methods Enzymol. 328:404-30; y Schaffitzel y cols. (1999) J
Immunol Methods. 231(1-2):119-35).

Andamiajes. Los andamiajes para exposicion incluyen: anticuerpos (p. €j., fragmentos Fab, moléculas de Fv
monocatenarias (scFV), anticuerpos de un solo dominio, anticuerpos de camélido y anticuerpos camelizados);
receptores de células T; proteinas del MHC; dominios extracelulares (p. €j., repeticiones de fibronectina tipo lIl,
repeticiones de EGF); inhibidores de proteasa (p. €j., dominios de Kunitz, ecotina, BPTI, etc.); repeticiones de TPR;
estructuras trifoliadas; dominios de dedo de cinc; proteinas que se unen a ADN; particularmente proteinas que se
unen a ADN monomeras; proteinas que se unen a ARN; enzimas, p. €j., proteasas (particularmente proteasas
inactivadas), ARNsa; chaperonas, p. €j., tiorredoxina y proteinas de choque térmico; dominios de sefalizacion
intracelulares (tales como los dominios SH2 y SH3); péptidos lineales y constrefiidos; y sustratos peptidicos lineales.
Las bibliotecas de exposicién pueden incluir diversidad sintética y/o natural. Véase, p. €j., el documento US 2004-
0005709.

La tecnologia de exposicion también se puede usar para obtener anticuerpos que se unen a epitopos particulares de
una diana. Esto se puede hacer, por ejemplo, al usar moléculas no diana competitivas que carecen del epitopo
particular o estan mutadas dentro del epitopo, p. €j., con alanina. Estas moléculas no diana se pueden usar en un
procedimiento de seleccién negativa como se describe posteriormente, como moléculas competitivas cuando unen
una biblioteca de exposicion a la diana, o como un agente de preelucion, para capturar en una solucién de lavado
miembros de la biblioteca de exposicion disociativos que no son especificos para la diana.

Seleccion iterativa. La tecnologia de bibliotecas de exposicion se puede usar de un modo iterativo. Se usa una
primera biblioteca de exposicién para identificar uno o0 mas anticuerpos que se unen a una diana. Estos anticuerpos
identificados se varian a continuacion usando un método de mutagénesis para formar una segunda biblioteca de
exposicion. A continuacién, se seleccionan los anticuerpos de afinidad superior de la segunda biblioteca, p. €j., al
usar condiciones de unién y lavado de mayor rigurosidad o0 mas competitivas.

En algunas ejecuciones, la mutagénesis es dirigida a regiones que se sabe que estan o es probable que estén en la
interfase de union. En el caso de anticuerpos, la mutagénesis puede estar orientada a las regiones CDR de las
cadenas pesadas o ligeras segun se describe en la presente. Ademas, la mutagénesis se puede dirigir a regiones de
entramado cercanas o adyacentes a las CDRs. En el caso de los anticuerpos, la mutagénesis también puede estar
limitada a una o unas pocas de las CDRs, p. ej., para realizar mejoras escalonadas precisas. Técnicas de
mutagénesis ejemplares incluyen: PCR propensa a error, recombinacion, transposiciéon de ADN, mutagénesis
dirigida al sitio y mutagénesis con casete.

En un ejemplo de seleccion iterativa, los métodos descritos en la presente se usan para identificar en primer lugar un
anticuerpo de una biblioteca de exposicién que une un FcRn con una especificidad de unién al menos minima para
una diana o una actividad minima, p. €j., una constante de disociacién en equilibrio para la uniéon de menos de 1 nM,
10 nM o 100 nM. La secuencia de acido nucleico que codifica los anticuerpos identificados iniciales se usan como un
acido nucleico de plantilla para la introduccién de variaciones, p. €j., para identificar un segundo anticuerpo que tiene
propiedades (p. €j., afinidad de unidn, cinética o estabilidad) mejoradas con relacion al anticuerpo inicial.

Seleccion por velocidad de disociacion. Puesto que una velocidad de disociacion baja puede ser predictiva de una
alta afinidad, particularmente con respecto a interacciones entre anticuerpos y sus dianas, los métodos descritos en
la presente se pueden usar para aislar anticuerpos con una velocidad de disociacion cinética deseada (p. €j.,
reducida) para una interaccion de unién a una diana.

Para seleccionar anticuerpos que se disocian lentamente de una biblioteca de exposicién, la biblioteca se pone en
contacto con una diana inmovilizada. A continuacion, la diana inmovilizada se lava con una primera solucién que
retira biomoléculas unidas no especificamente o débilmente. A continuacion, los anticuerpos unidos se eluyen con
una segunda solucién que incluye una cantidad saturante de diana libre o un anticuerpo monoclonal competitivo de
alta afinidad especifico para la diana, es decir, réplicas de la diana que no estan ligadas a la particula. La diana libre
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se une a biomoléculas que se disocian de la diana. La nueva union es evitada eficazmente por la cantidad saturante
de diana libre con relacién a la concentracion muy inferior de diana inmovilizada.

La segunda solucion puede tener condiciones de soluciéon que son sustancialmente fisiolégicas o que son rigurosas.
Tipicamente, las condiciones de solucion de la segunda solucién son idénticas a las condiciones de solucion de la
primera solucion. Fracciones de la segunda solucion se recogen en orden temporal para distinguir la fracciones
tempranas de las tardias. Las fracciones tardias incluyen biomoléculas que se disocian a una velocidad inferior de la
diana que las biomoléculas de las fracciones tempranas.

Ademas, también es posible recuperar miembros de la biblioteca de exposicién que permanecen unidos a la diana
incluso después de una incubacién prolongada. Estos bien se pueden disociar usando condiciones caotrdpicas o
bien se pueden amplificar mientras estan ligados a la diana. Por ejemplo, un fago unido a la diana se puede poner
en contacto con células bacterianas.

Seleccion o cribado con respecto a la especificidad. Los métodos de cribado con bibliotecas de exposicion descritos
en la presente pueden incluir un procedimiento de seleccién o cribado que descarta miembros de la biblioteca de
exposicién que se unen a una molécula no diana. Ejemplos de moléculas no diana incluyen estreptavidina sobre
cuentas magnéticas, agentes de bloqueo tales como albumina se suero bovino, leche bovina desnatada, cualquier
anticuerpo monoclonal de captura o inmovilizaciéon de la diana o células no transfectadas que no expresan la diana
de FcRn humano.

En una ejecucion, se usa la llamada "seleccion negativa" para discriminar entre la diana y una molécula "no diana"
relacionada y moléculas no diana relacionadas pero distintas. La biblioteca de exposiciéon o un conjunto de la misma
se pone en contacto con la molécula no diana. Miembros de la muestra que no se unen a la no diana se recogen y
se usan en selecciones posteriores para unirse a la molécula diana o incluso para selecciones negativas posteriores.
La etapa de seleccién negativa pueden ser antes o después de seleccionar miembros de la biblioteca que se unen a
la molécula diana.

En otra ejecucion, se usa una etapa de cribado. Después de que se aislen miembros de la biblioteca de exposicion
con respecto a la unién a la molécula diana, cada miembro de la biblioteca aislado se prueba con respecto a su
capacidad para unirse a una molécula no diana (p. €j., una "no diana" listada anteriormente). Por ejemplo, se puede
usar un cribado por ELISA de alto rendimiento para obtener estos datos. El cribado por ELISA también se puede
usar para obtener datos cuantitativos con respecto a la unién de cada miembro de la biblioteca a la diana asi como
con respecto a la reactividad de especies cruzadas con dianas relacionadas o subunidades de la diana (p. €j., FcRn
de rata; microglobulina 32) y también bajo diferente condicion tal como pH 6 o pH 7,5. Los datos de uniéon a la "no
diana" y a la diana se comparan (p. €j., usando un ordenador y software) para identificar miembros de la biblioteca
que se unen especificamente a la diana.

Otras bibliotecas de expresién

Otros tipos de colecciones de proteinas (p. €j., bibliotecas de expresion) se pueden usar para identificar proteinas
con una propiedad particular (p. €j., capacidad para unirse a FcRn y/o capacidad para modular FcRn), incluyendo, p.
€j., micromatrices proteinicas de anticuerpos (véase, p. €j., De Wildt y cols. (2000) Nat. Biotechnol. 18:989-994),
bibliotecas de lambda gt11, bibliotecas de dos hibridos, etc.

Bibliotecas de anticuerpos

La biblioteca puede presentar un conjunto diverso de polipéptidos, cada uno de los cuales incluye un dominio de
inmunoglobulina, p. €j., un dominio variable de inmunoglobulina. Las bibliotecas de exposicion son particularmente
utiles, por ejemplo, para identificar anticuerpos humanos o "humanizados" que reconocen antigenos humanos. Estos
anticuerpos se pueden usar como agentes terapéuticos para tratar trastornos humanos tales como trastornos
autoinmunitarios. Debido a que las regiones constantes y de entramado del anticuerpo son humanas, estos
anticuerpos terapéuticos pueden evitar ser reconocidos y elegidos como antigenos. Las regiones contantes también
se pueden optimizar para incluir funciones efectoras del sistema inmunitario humano. El procedimiento de seleccion
por exposicion in vitro vence la incapacidad de un sistema inmunitario humano normal para generar anticuerpos
contra autoantigenos.

Una biblioteca de exposicién de anticuerpos tipica expone un polipéptido que incluye un dominio VH y un dominio
VL. Un "dominio de inmunoglobulina" se refiere a un dominio del dominio variable o constante de moléculas de
inmunoglobulina. Los dominios de inmunoglobulina contienen tipicamente dos laminas B formadas por
aproximadamente siete hebras B, y un enlace disulfuro conservado (véase, p. €j., A. F. Williams y A. N. Barclay,
1988, Ann. Rev. Immunol. 6:381-405). La biblioteca de exposicion puede exponer el anticuerpo como un fragmento
Fab (p. ej., usando dos cadenas polipeptidicas) o un Fv monocatenario (p. €j., usando una sola cadena
polipeptidica). También se pueden usar otros formatos.
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Como en el caso del Fab y otros formatos, el anticuerpo expuesto puede incluir una o mas regiones constantes
como parte de una cadena ligera y/o pesada. En una realizacién, cada cadena incluye una regién constante, p. €j.,
como en el caso de un Fab. En otras realizaciones, se exponen regiones constantes adicionales.

Las bibliotecas de anticuerpos se pueden construir mediante un nimero de procedimientos (véanse, p. €j., de Haard
y cols., 1999, J. Biol. Chem. 274:18218-30; Hoogenboom y cols., 1998, Immunotechnology 4:1-20; y Hoogenboom y
cols., 2000, Immunol. Today 21:371-378. Ademas, los elementos de cada procedimiento se pueden combinar con
los de otros procedimientos. Los procedimientos se pueden usar de modo que se introduzca una variacién en un
solo dominio de inmunoglobulina (p. €j., VH o VL) o en multiples dominios de inmunoglobulina (p. €j., VH y VL). La
variacion se puede introducir en un dominio variable de inmunoglobulina, p. €j., en la regién de uno o mas de CDR1,
CDR2, CDR3, FR1, FR2, FR3 y FR4, refiriéndose a estas regiones de uno cualquiera y ambos de los dominios
variables de cadena pesada y ligera. La variacion se puede introducir en los tres CDRs de un dominio variable dado.
La variacion se puede introducir en CDR1 y CDR2, p. €j., de un dominio variable de cadena pesada. Es factible
cualquier combinacién. En un procedimiento, las bibliotecas de anticuerpos se construyen al insertar diversos
oligonucledtidos que codifican CDRs en las regiones correspondientes del acido nucleico. Los oligonucleétidos se
pueden sintetizar usando nucleétidos monémeros o trinucledtidos. Por ejemplo, Knappik y cols., 2000, J. Mol. Biol.
296:57-86 describen un método para construir oligonucleétidos que codifican CDR usando sintesis de trinucleétidos
y una plantilla con sitios de restriccion manipulados para aceptar los oligonucleotidos.

En otro procedimiento, un animal, p. €j., un roedor, se inmuniza con el FcRn. El animal se refuerza opcionalmente
con el antigeno para estimular adicionalmente la respuesta. A continuacion, las células esplénicas se aislan del
animal, y el acido nucleico que codifica dominios VH y/o VL se amplifica y se clona para la expresioén en la biblioteca
de exposicion.

En otro procedimiento mas, se construyen bibliotecas de anticuerpos a partir de acido nucleico amplificado de genes
de inmunoglobulina germinales virgenes. El acido nucleico amplificado incluye acido nucleico que codifica el dominio
VH y/o VL. Fuentes de acidos nucleicos que codifican inmunoglobulina se describen posteriormente. La
amplificacion puede incluir PCR, p. €j., con cebadores que se renaturalizan hasta la regién constante conservada, u
otro método de amplificacion.

El acido nucleico que codifica dominios de inmunoglobulina se puede obtener a partir de las células inmunitarias de,
p. €j., un ser humano, un primate, un ratén, un conejo, un camello, una llama o un roedor. En un ejemplo, las células
se seleccionan con respecto a una propiedad particular. Se pueden seleccionar células B en diversos estadios de
madurez. En otro ejemplo, las células B son virgenes.

La clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS) se puede usar para clasificar células B que expresan
moléculas de IgM, IgD o IgG unidas superficialmente. Ademas, se pueden aislar células B que expresan diferentes
isotipos de IgG. La célula B o T se puede cultivar in vitro.

Las células se pueden estimular in vitro, p. €j., al cultivar con células alimentadoras o al afiadir mitégenos u otros
reactivos moduladores, tales como anticuerpos para CD40, ligando de CD40 o CD20, acetato-miristato de forbol,
lipopolisacarido bacteriano, concanavalina A, fitohemaglutinina o mitégeno de hierba carmin.

Las células se pueden aislar de un sujeto que tiene un trastorno autoinmunitario, p. €j., lupus eritematoso sistémico
(SLE), artritis reumatoide, vasculitis, sindrome de Sjogren, esclerosis sistémica o sindrome antifosfolipidico. El sujeto
puede ser un ser humano o un animal, p. €j., un modelo en animal para la enfermedad humana, o un animal que
tiene un trastorno analogo. Las células se pueden aislar de un animal no transgénico que incluye un locus de
inmunoglobulina humana.

Las células pueden haber activado un programa de hiperinmunizacion somatica. Las células se pueden estimular
para sufrir mutagénesis somatica de genes de inmunoglobulina, por ejemplo, mediante el tratamiento con
anticuerpos antiinmunoglobulina, anti-CD40 y anti-CD38 (véase, p. €j., Bergthorsdottir y cols., 2001, J. Immunol.
166:2228). Las células pueden ser virgenes.

El acido nucleico que codifica un dominio variable de inmunoglobulina se puede aislar de un repertorio natural
mediante el siguiente método ejemplar. En primer lugar, se aisla ARN de la célula inmunitaria. Los ARNms de
longitud completa (es decir, con caperuza) se separan (p. €j., al degradar ARNSs sin caperuza con fosfatasa intestinal
de ternero). A continuacion, la caperuza se retira con pirofosfatasa acida de tabaco y se usa transcripcién inversa
para producir ADNcs.

La transcripcion inversa de la primera hebra (antisentido) se puede realizar de cualquier manera con cualquier
cebador adecuado. Véase, p. €j., de Haard y cols., 1999, J. Biol. Chem. 274:18218-30. La region de unién al
cebador puede ser constante entre diferentes inmunoglobulinas, p. €j., a fin de transcribir internamente diferentes
isotipos de inmunoglobulina. La regién que se une al cebador también puede ser especifica para un isotipo particular
de inmunoglobulina. Tipicamente, el cebador es especifico para una region que es 3' a una secuencia que codifica al
menos una CDR. Se pueden usar cebadores de Poli-dT (y se pueden preferir para los genes de cadena pesada).
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Una secuencia sintética se puede ligar al extremo 3' de la hebra transcrita inversamente. La secuencia sintética se
puede usar como un sitio de unién al cebador para la unién del cebador directo durante la amplificacion por PCR
después de la transcripcion inversa. El uso de la secuencia sintética puede obviar la necesidad de usar un conjunto
de diferentes cebadores directos para capturar completamente la diversidad disponible.

A continuacioén, se amplifica el gen que codifica el dominio variable, p. €j., usando una o mas rondas. Si se usan
multiples rondas, se pueden usar cebadores anidados para incrementar la fidelidad. A continuacién, el acido
nucleico amplificado se clona en un vector de la biblioteca de exposicion.

Métodos de cribado secundario

Después de seleccionar posibles miembros de la biblioteca que se unen a una diana, cada posible miembro de la
biblioteca se puede analizar adicionalmente, p. €j., para caracterizar adicionalmente sus propiedades de unién con
respecto a la diana. Cada posible miembro de la biblioteca se puede someter a uno o mas ensayos de cribado
secundario. El ensayo puede ser con respecto a una propiedad de unién, una propiedad catalitica, una propiedad
inhibidora, una propiedad fisioldgica (p. €j., citotoxicidad, depuraciéon renal, inmunogenicidad), una propiedad
estructural (p. €j., estabilidad, conformacion, estado de oligomerizacion) u otra propiedad funcional. EI mismo ensayo
se puede usar repetidamente, pero con condiciones variables, p. €j., para determinar las sensibilidades al pH, i6nica
o térmica.

Segun sea apropiado, los ensayos pueden usar un miembro de la biblioteca de exposiciéon directamente, un
polipéptido recombinante producido a partir del acido nucleico que codifica el polipéptido seleccionado o un péptido
sintético sintetizado basandose en la secuencia del polipéptido seleccionado. Ensayos ejemplares para las
propiedades de union incluyen los siguientes.

ELISA. Los anticuerpos seleccionados de una biblioteca de expresién también se pueden cribar con respecto a una
propiedad de unién usando un ELISA. Por ejemplo, cada anticuerpo se pone en contacto con una placa de
microvaloracion cuya superficie inferior se ha revestido con la diana, p. €j., una cantidad limitativa de la diana. La
placa se lava con tampoén para retirar polipéptidos unidos no especificamente. A continuacién, la cantidad del
anticuerpo unido a la placa se determina al sondar la placa con un anticuerpo que puede reconocer el anticuerpo de
prueba, p. €j., una etiqueta o porcion constante del anticuerpo. El anticuerpo de deteccidon se conecta a una enzima
tal como fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano picante (HRP) que produce un producto colorimétrico cuando se
proporcionen los sustratos apropiados.

En el caso de un anticuerpo procedente de una biblioteca de exposicion, el anticuerpo se puede purificar de células
o ensayar en un formato de biblioteca de exposicion, p. ej., como una fusién a una envuelta de bacteriéfago
filamentoso. En otra versién del ELISA, cada anticuerpo seleccionado de una biblioteca de expresiéon se usa para
revestir un pocillo diferente de una placa de microvaloraciéon. A continuacién, el ELISA avanza usando una molécula
diana constante para consultar cada pocillo.

Ensayos de unién homogéneos. La interaccion de union de un posible anticuerpo con una diana se puede analizar
usando un ensayo homogéneo, es decir, después de que se afadan todos los componentes del ensayo, no se
requieren manipulaciones con fluidos adicionales. Por ejemplo, la transferencia de energia de resonancia
fluorescente (FRET) se puede usar como un ensayo homogéneo (véase, por ejemplo, Lakowicz y cols., Patente de
EE. UU. N° 5.631.169; Stavrianopoulos y cols., Patente de EE. UU. N° 4.868.103). Se selecciona un marcador
fluoréforo sobre la primera molécula (p. €j., la molécula identificada en la fraccion) de modo que su energia
fluorescente emitida pueda ser absorbida por un marcador fluorescente sobre una segunda molécula (p. €j., la
diana) si la segunda molécula esta proxima a la primera molécula. El marcador fluorescente sobre la segunda
molécula emite fluorescencia cuando absorbe a la energia transferida. Puesto que la eficacia de transferencia de
energia entre los marcadores esta relacionada con la distancia que separa las moléculas, se puede evaluar la
relacion espacial entre las moléculas. En una situaciéon en la que se produce unién entre las moléculas, la emision
fluorescente del marcador de la molécula 'aceptora’ en el ensayo debe ser maxima. Un episodio de uniéon que esté
configurado para la comprobacion mediante FRET se puede medir convenientemente a través de medios de
deteccion fluorométrica estandar muy conocidos en la técnica (p. €j., usando un fluorimetro). Al valorar la cantidad
de la primera y la segunda molécula de unién, se puede generar una curva de unién para estimar la constante de
unién en equilibrio.

Otro ejemplo de un ensayo homogéneo es ALPHASCREEN™ (Packard Bioscience, Meriden CT).
ALPHASCREEN™ usa dos cuentas marcadas. Una cuenta genera oxigeno singlete cuando es excitada por un
laser. La otra cuenta genera una sefial ligera cuando el oxigeno singlete se difunde desde la primera cuenta y choca
con ella. La sefal solamente se genera cuando las dos cuentas estan proximas. Una cuenta puede estar ligada al
miembro de la biblioteca de exposicion, la otra a la diana. Se miden sefiales para determinar el grado de union.

Los ensayos homogéneos se pueden realizar mientras el posible polipéptido esté ligado al vehiculo de la biblioteca
de exposicion, p. gj., un bacteriéfago.
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Resonancia plasmonica superficial (SPR). La interaccion de uniéon de una molécula aislada de una biblioteca de
expresion y una diana se puede analizar usando SPR. La SPR o el analisis de interaccion biomolecular (BIA) detecta
interacciones bioespecificas en tiempo real, son marcar ninguno de los interactuantes. Los cambios en la masa en la
superficie de union (indicativos de un episodio de union) del chip de BIA dan como resultado alteraciones del indice
de refracciéon de luz cerca de la superficie (el fendmeno 6ptimo de resonancia plasmoénica superficial (SPR)). Los
cambios en la refractividad generan una sefial detectable, que se miden como una indicaciéon de reacciones en
tiempo real entre moléculas biolégicas. Métodos para usar SPR se describen, por ejemplo, en la Patente de EE. UU.
N° 5.641.640; Raether, 1988, Surface Plasmons Springer Verlag; Sjolander y Urbaniczky, 1991, Anal. Chem.
63:2338-2345; Szabo y cols., 1995, Curr. Opin. Struct. Biol. 5:699-705 y recursos en linea proporcionados por
BlAcore International AB (Uppsala, Suecia).

La informacion procedente de la SPR se puede usar para proporcionar una media precisa y cuantitativa de la
constante de disociacion (Kg) en equilibrio y parametros cinéticos, incluyendo Ko y Ko, para la unién de una
biomolécula a una diana. Estos datos se pueden usar para comparar diferentes biomoléculas. Por ejemplo,
proteinas seleccionadas procedentes de una biblioteca de expresion se pueden comparar para identificar proteinas
que tienen alta afinidad para la diana o que tienen una baja Ko Esta informacién también se puede usar para
desarrollar relaciones estructura-actividad (SAR). Por ejemplo, los parametros de union cinéticos y en equilibrio de
versiones maduras de una proteina original se pueden comparar con los parametros de la proteina original. Se
pueden identificar aminoacidos variantes en posiciones dadas que se correlacionan con parametros de union
particulares, p. €j., alta afinidad y Ko lenta. Esta informacién se puede combinar con el modelado estructural (p. €j.,
usando modelado por homologia, minimizacién de energia o determinacion estructural mediante cristalografia de
rayos X o NMR). Como resultado, una comprension de la interaccion fisica entre la proteina y su diana se puede
formular y usar para dirigir otros procedimientos de disefio.

Ensayos celulares. Una biblioteca de posibles anticuerpos (p. €j., previamente identificados mediante una biblioteca
de exposicion o de otro modo) se puede cribar con respecto a la unién a la diana sobre células que expresan
transitoriamente o establemente y exponen la diana de interés sobre la superficie celular. Por ejemplo, la diana
puede incluir secuencias de acido nucleico vectoriales que incluyen segmentos que codifican solamente la porcion
extracelular de los polipéptidos de modo que los polipéptidos diana quiméricos se produzcan dentro de la célula, se
secreten de la célula o se liguen a la superficie celular a través del anclaje, p. €j., en fusion con proteinas de anclaje
a la membrana tales como Fc. La diana expresada en la superficie celular se puede usar para cribar anticuerpos que
se unen a FcRn y bloquean la unién de IgG-Fc. Por ejemplo, IgG-Fc humano no especifico se podria marcar
fluorescentemente y su uniéon a FcRn en presencia de ausencia de anticuerpo antagonista se puede detectar
mediante un cambio en la intensidad de fluorescencia usando citometria de flujo, p. €j., una maquina de FACS.

Otros métodos para obtener anticuerpos que se unen a FcRn

Ademas del uso de bibliotecas de exposicién, se pueden usar otros métodos para obtener un anticuerpo que se une
a FcRn. Por ejemplo, la proteina de FcRn o una regién de la misma se puede usar como un antigeno en un animal
no humano, p. €j., un roedor.

El animal no humano puede incluir al menos una parte de un gen de inmunoglobulina humana. Por ejemplo, es
posible manipular cepas de ratén deficientes en produccion de anticuerpos de ratéon con fragmentos grandes de los
locus de Ig humana. Usando la tecnologia de hibridomas, se pueden producir y seleccionar anticuerpos
monoclonales (Mabs) especificos de antigeno derivados de los genes con la especificidad deseada. Véanse, p. €j.,
XENOMOUSE™, Green y cols., 1994, Nat. Gen. 7:13-21; los documentos U.S. 2003-0070185, WO 96/34096,
publicados el 31 de octubre de 1996 y la Solicitud PCT N° PCT/US96/05928, presentada el 29 de abril de 1996.

Un anticuerpo monoclonal se puede obtener del animal no humano y a continuacion modificarse, p. €j., humanizarse
o desinmunizarse. Winter describe un método de injerto de CDR que se puede usar para preparar los anticuerpos
humanizados (Solicitud de Patente del Reino Unido GB 2188638A, presentada el 26 de marzo de 1987; Patente de
EE. UU. N° 5.225.539. Todas las CDRs de un anticuerpo humano particular se pueden reemplazar por al menos una
porcién de una CDR no humana o solo alguna de las CDRs se puede reemplazar por CDRs no humanas. Solo es
necesario reemplazar el numero de CDRs requerido para la unién del anticuerpo humanizado a un antigeno
predeterminado.

Se pueden general anticuerpos humanizados al reemplazar secuencias de la regiéon variable Fv que no estan
implicadas directamente en la unién al antigeno con secuencias equivalentes procedentes de regiones variables Fv
humanas. Métodos generales para generar anticuerpos humanizados son proporcionados por Morrison, S. L., 1985,
Science 229:1202-1207, por Oi y cols., 1986, BioTechniques 4:214, y por Queen y cols. Patentes de EE. UU. N°
5.585.089, US 5.693.761 y US 5.693.762. Esos métodos incluyen aislar, manipular y expresar las secuencias de
acido nucleico que codifican todas o parte de las regiones variables Fv de inmunoglobulina procedentes de al menos
una de una cadena pesada o ligera. Fuentes de este acido nucleico son muy conocidas por los expertos en la
técnica y, por ejemplo, se pueden obtener de un hibridoma que produce un anticuerpo contra una diana
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predeterminada, segun se describe anteriormente. EI ADN recombinante que codifica el anticuerpo humanizado, o
fragmento del mismo, se puede clonar a continuacion en un vector de expresion apropiado.

Un anticuerpo FcRn también se puede modificar mediante la eliminacion especifica de epitopos de células T
humanas o "desinmunizacion" mediante los métodos divulgados en el documento WO 98/52976 y WO 00/34317,
cuyos contenidos se incorporan especificamente mediante referencia en la presente. Brevemente, las regiones
variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpo se pueden analizar con respecto a péptidos que se unen al
MHC Clase llI; estos péptidos representan epitopos de células T potenciales (como los definidos en los documentos
WO 98/52976 y WO 00/34317). Para la eliminacion de epitopos de células T potenciales, se puede aplicar un
enfoque de modelado informatico denominado "enhebrado de péptidos" y ademas se puede buscar una base de
datos de péptidos que se unen al MHC clase || humano por motivos presentes en las secuencias de VH y VL, segun
se describe en los documentos WO 98/52976 y WO 00/34317. Estos motivos se unen a cualquiera de los 18 alotipos
DR principales del MHC clase Il, y asi constituyen epitopos de células T potenciales. Los epitopos de células T
potenciales se pueden eliminar al sustituir pequefios numeros de residuos de aminoacido en las regiones variables o
mediante sustituciones de un solo aminoacido. En la medida de lo posible, se realizan sustituciones conservativas, a
menudo, pero no exclusivamente, se puede usar un aminoacido comun en esta posicion en secuencias de
anticuerpo germinales humanas. Secuencias germinales humanas se divulgan en Tomlinson, |.A. y cols., 1992, J.
Mol. Biol. 227:776-798; Cook, G. P. y cols., 1995, Immunol. Today Vol. 16 (5): 237-242; Chothia, D. y cols., 1992, J.
Mol. Bio. 227:799-817. El directorio V BASE proporciona un directorio exhaustivo de secuencias de regién variable
de inmunoglobulina humanas (compilado por Tomlinson, I.LA. y cols. MRC Centre for Protein Engineering,
Cambridge, Reino Unido). Después de que se identifiquen los cambios por desinmunizacion, se pueden construir
acidos nucleicos que codifican Vy y Vi mediante mutagénesis u otros métodos sintéticos (p. e€j., sintesis de novo,
sustitucion de casetes, etc.). Opcionalmente, una secuencia variable mutagenizada se puede fusionar a una region
constante humana, p. €j., regiones constantes de IgG1 o k humanas.

En algunos casos, un epitopo de células T potencial incluira residuos que se sabe o se predice que son importantes
para la funcion del anticuerpo. Por ejemplo, los epitopos de células T potenciales se desvian habitualmente hacia las
CDRs. Ademas, los epitopos de células T potenciales se pueden presentar en residuos de entramado importantes
para la estructura y la unién del anticuerpo. Los cambios para eliminar estos epitopos potenciales en algunos casos
requeriran mas escrutinio, p. €j., al elaborar y probar cadenas con y sin el cambio. Cuando fuera posible, los
epitopos de células T potenciales que se solapaban a las CDRs se eliminaban mediante sustituciones fuera de las
CDRs. En algunos casos, una alteracion dentro de una CDR es la Unica opcion, y asi se deben probar variantes con
y sin esta sustitucion. En otros casos, la sustitucion requerida para retirar un epitopo de células T potencial esta en
una posicién de residuo dentro del entramado que podria ser critica para la unién del anticuerpo. En estos casos, se
deben probar variantes con y sin esta sustitucion. Asi, en algunos casos, se disefiaron varias regiones variables de
cadena de cadena pesada y ligera desinmunizadas variantes y se probaron diversas combinaciones de cadenas
pesadas/ligeras a fin de identificar el anticuerpo desinmunizado 6ptimo. La eleccion del anticuerpo desinmunizado
final se puede hacer a continuacién considerando la afinidad de unién de las diferentes variantes junto con el grado
de desinmunizacion, es decir, el nimero de epitopos de células T potenciales que queda en la region variable. La
desinmunizacion se puede usar para modificar cualquier anticuerpo, p. €j., un anticuerpo que incluye una secuencia
no humana, p. €j., un anticuerpo sintético, un anticuerpo murino distinto al anticuerpo monoclonal no humano o un
anticuerpo aislado de una biblioteca de exposicion.

Conversioén de anticuerpos en germinales

Un anticuerpo usado para tratar una enfermedad autoinmunitaria mediada por IgG se puede usar para multiples
administraciones. Precauciones que disminuirian la inmunogenicidad del anticuerpo terapéutico incluyen revertir uno
0 mas aminoacidos no germinales en regiones de entramado hasta los correspondientes aminoacidos germinales (p.
€j., con tal de que las propiedades de union se retengan sustancialmente) del anticuerpo (especialmente de Fabs).

Es posible modificar un anticuerpo que se une a FcRn, p. €j., un anticuerpo descrito en la presente, a fin de hacer las
regiones variables del anticuerpo mas similares a una o mas secuencias germinales. Por ejemplo, un anticuerpo
puede incluir una, dos, tres o mas sustituciones de aminoacido, p. €j., en una regiéon de entramado, CDR o
constante, para hacerlo mas similar a una secuencia germinal de referencia. Un método de conversion el germinal
ejemplar puede incluir identificar una o mas secuencias germinales que sean similares (p. €j., las mas similares en
una base de datos particular) a la secuencia del anticuerpo aislado. A continuacion, se pueden realizar mutaciones
(a nivel de aminoacidos) en el anticuerpo aislado, bien incrementalmente o bien en combinacién con otras
mutaciones. Por ejemplo, se elabora una biblioteca de acido nucleico que incluye secuencias que codifican alguna o
todas las posibles mutaciones germinales. A continuaciéon, se evalian los anticuerpos mutados, p. ej., para
identificar un anticuerpo que tiene uno o mas residuos germinales adicionales con relacién al anticuerpo aislado y
que todavia es util (p. €j., tiene una actividad funcional). Se pueden introducir en un anticuerpo aislado tantos
residuos germinales como sea posible.

Se puede usar mutagénesis para sustituir o insertar uno o mas residuos germinales en una region de entramado y/o
constante. Por ejemplo, un residuo germinal de la region de entramado y/o constante puede proceder de una
secuencia germinal que es similar (p. €j., la mas similar) a la regién no variable que se modifica. Después de la
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mutagénesis, se puede evaluar la actividad (p. €j., unién u otra actividad funcional) del anticuerpo para determinar su
el residuo o los residuos germinales son tolerados (es decir, no suprimen la actividad). Se puede realizar una
mutagénesis similar en las regiones de entramado.

La seleccion de una secuencia germinal se puede realizar de diferentes modos. Por ejemplo, una secuencia
germinal se puede seleccionar si cumple unos criterios predeterminados para la selectividad o la similitud, p. €j., al
menos un cierto porcentaje de identidad, p. €j., al menos 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 99,5% de
identidad. La seleccion se puede realizar usando al menos 2, 3, 5 o 10 secuencias germinales. En el caso de CDR1
y CDR2, identificar una secuencia germinal similar puede incluir seleccionar una secuencia tal. En el caso de CDRS3,
identificar una secuencia germinal similar puede incluir seleccionar una secuencia tal, pero puede incluyendo usar
dos secuencias germinales que contribuyen separadamente a la porcién aminoterminal y la porcién carboxiterminal.
En otras ejecuciones, se usan mas de una o dos secuencias germinales, p. €j., para formar una secuencia de
consenso.

Con respecto a una secuencia de dominio variable de referencia particular, p. €j., una secuencia descrita en la
presente, una secuencia de dominio variable relacionada puede tener al menos 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 o
100% de las posiciones de aminoacido de la CDR que no son idénticas a residuos de las secuencias de CDR de
referencia, residuos que son idénticos a residuos en posiciones correspondientes en una secuencia germinal
humana (es decir, una secuencia de aminoacidos codificada por un acido nucleico germinal humano).

Con respecto a una secuencia de dominio variable de referencia particular, p. €j., una secuencia descrita en la
presente, una secuencia de dominio variable relacionada puede tener al menos 30, 50, 60, 70, 80, 90 o 100% de las
regiones FR idénticas a la secuencia de FR procedente de una secuencia germinal humana, p. €j., una secuencia
germinal relacionada con la secuencia de dominio variable de referencia.

Segun esto, es posible aislar un anticuerpo que tenga una actividad similar a un anticuerpo de interés dado, pero es
mas similar a una o mas secuencias germinales, particularmente una o mas secuencias germinales humanas. Por
ejemplo, un anticuerpo puede ser al menos 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 0 99,5% idéntico a una secuencia
germinal en una region fuera de las CDRs (p. €j., regiones de entramado). Ademas, una anticuerpo puede incluir al
menos 1, 2, 3, 4 o 5 residuos germinales en una regiéon CDR, procediendo el residuo germinal de una secuencia
germinal de similar (p. €j., la mas similar) a la region variable que se modifica. Secuencias germinales de interés
principal son las secuencias germinales humanas. La actividad del anticuerpo (p. €j., la actividad de unién) puede
estar dentro de un factor o 100, 10, 5, 2, 0,5, 0,1 y 0,001 del anticuerpo original.

Secuencias de referencia germinales ejemplares para Viappa incluyen: 012/02, O18/08, A20, A30, L14, L1, L15,
L4/18a, L5/L19, L8, L23, L9 ,L24, L11, L12, O11/01, A17, A1, A18, A2, A19/A3, A23, A27, A11, L2/L16, L6, L20,
L25, B3, B2, A26/A10 y A14. Véase, p. €j., Tomlinson y cols., 1995, EMBO J. 14(18):4628-3.

Una secuencia de referencia germinal para el dominio variable de HC se puede basar en una secuencia que tiene
estructuras canonicas particulares, p. €j., estructuras 1-3 en los bucles hipervariables H1 y H2. Las estructuras
canonicas de bucles hipervariables de un dominio variable de inmunoglobulina se pueden inferir de su secuencia,
segun se describe en Chothia y cols., 1992, J. Mol. Biol. 227:799-817; Tomlinson y cols., 1992, J. Mol. Biol. 227:776-
798); y Tomlinson y cols., 1995, EMBO J. 14(18):4628-38. Secuencias ejemplares con una estructura 1-3 incluyen:
DP-1, DP-8, DP-12, DP-2, DP-25, DP-15, DP-7, DP-4, DP-31, DP-32, DP-33, DP-35, DP-40, 7-2, hv3005, hv3005f3,
DP-46, DP-47, DP-58, DP-49, DP-50, DP-51, DP-53 y DP-54.

Produccion de ligandos

Métodos de acidos nucleicos recombinantes se pueden usar para expresar un anticuerpo que se une a FcRn.
Generalmente, una secuencia de acido nucleico que codifica el anticuerpo se clona en un vector de expresiéon de
acido nucleico. Por supuesto, si el anticuerpo incluye multiples cadenas polipeptidicas, cada cadena se puede clonar
en un vector de expresion, p. €j., vectores iguales o diferentes, que se expresan en células iguales o diferentes.

Produccion de anticuerpos. Algunos anticuerpos, p. €j., Fabs, se pueden producir en células bacterianas, p. €j.,
células de E. coli. Por ejemplo, si el Fab es codificado por secuencias en un vector de exposicion en fago que
incluye un codon de terminacion suprimible entre la entidad de exposicidon y una proteina de bacteridfago (o un
fragmento de la misma), el acido nucleico vectorial se puede transferir a una célula bacteriana que no puede suprimir
un coddn de terminacion. En este caso, el Fab no se fusiona a la proteina del gen Ill y se secreta en el periplasma
y/o el medio.

Los anticuerpos también se pueden producir en células eucaridticas. Los anticuerpos (p. €j., scFv's) se pueden
expresar en una célula de levadura tal como Pichia (véase, p. €j., Powers y cols., 2001, J. Immunol. Methods.
251:123-35), Hanseula o Saccharomyces.

Los anticuerpos se pueden producir en células de mamifero. Células huésped de mamifero para expresar los
anticuerpos del clon o fragmentos que se unen a antigeno de los mismos incluyen ovario de hamster chino (célula
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CHO) (incluyendo células CHO dhfr-, descritas en Urlaub y Chasin, 1980, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220,
usadas con un marcador seleccionable de DHFR, p. €j., segun se describe en Kaufman y Sharp, 1982, Mol. Biol.
159:601 621), lineas celulares linfociticas, p. €j., células de mieloma NSO y células SP2, células COS y una célula
procedente de un animal transgénico, p. €j., un mamifero transgénico. Por ejemplo, la célula es una célula epitelial
de mamifero.

Ademas de la secuencia de acido nucleico que codifica el dominio de inmunoglobulina diversificado, los vectores de
expresion recombinantes pueden soportar secuencias adicionales, tales como secuencias que regulan la replicacion
del vector en células hospedadoras (p. €j., origenes de replicaciéon) y genes marcadores seleccionables. El gen
marcador seleccionable facilita la seleccion de células hospedadoras en las que se ha introducido el vector (véanse,
p. €j., las Patentes de EE. UU. N° 4.399.216, 4.634.665 y 5.179.017). Por ejemplo, tipicamente, el gen marcador
seleccionable confiere resistencia a farmacos, tales como G418, higromicina o metotrexato, a una célula
hospedadora en la que se ha introducido el vector. Genes marcadores seleccionables incluyen el gen de
dihidrofolato reductasa (DHFR) (para el uso en células hospedadoras dhfr con seleccion metotrexato/amplificacion
con metotrexato) y el gen neo (para seleccion de G418).

En un sistema ejemplar para la expresion recombinante de un anticuerpo, o una porcién que se une a antigeno del
mismo, un vector de expresién recombinante que codifica tanto la cadena pesada del anticuerpo como la cadena
ligera del anticuerpo se introduce en células CHO dhfr mediante transfeccion mediada por fosfatasa calcica. Dentro
del vector de expresidon recombinante, los genes de cadena pesada y ligera de anticuerpo estan cada uno
conectados operativamente a elementos reguladores mejoradores/promotores (p. €j., derivados de SV40, CMV,
adenovirus y similares, tales como el elemento regulador mejorador de CMV/promotor de AAMLP o un elemento
regulador mejorador de SV40/promotor de AAMLP) para provocar altos niveles de transcripcion de los genes. El
vector de expresion recombinante también soporta un gen de DHFR, que permite la seleccion de células CHO que
se han transfectado con el vector usando seleccién/amplificacion con metotrexato. Las células hospedadoras
transformantes se cultivan para permitir la expresion de las cadenas pesadas y ligeras de anticuerpo y se recupera
anticuerpo intacto del medio de cultivo. Se usan técnicas de biologia molecular estandar para preparar el vector de
expresion recombinante, transfectar las células hospedadoras, seleccionar transformantes, cultivar las células
hospedadoras y recuperar el anticuerpo del medio de cultivo. Por ejemplo, algunos anticuerpos de pueden aislar
mediante cromatografia de afinidad con una matriz acoplada a proteina A o proteina G.

Para anticuerpos que incluyen un dominio Fc, el sistema de produccién de anticuerpo puede producir anticuerpos en
los que la region Fc esta glicosilada. Por ejemplo, el dominio Fc de moléculas de IgG se glicosila en la asparagina
297 en el dominio CH2. Esta asparagina es el sitio para la modificacion con oligosacaridos de tipo biantenario. Se ha
demostrado que esta glicosilaciéon se requiere para funciones efectoras mediadas por receptores de Fcg y C1q del
complemento (Burton y Woof, 1992, Adv. Immunol. 51:1-84; Jefferis y cols., 1998, Immunol. Rev. 163:59-76). El
dominio Fc se puede producir en un sistema de expresion de mamifero que glicosila apropiadamente el residuo
correspondiente a la asparagina 297. El dominio Fc también puede incluir otras modificaciones postraduccionales
eucarioticas.

Los anticuerpos también pueden ser producidos por un animal transgénico. Por ejemplo, la Patente de EE. UU. N°
5.849.992 describe un método para expresar un anticuerpo en la glandula mamaria de un mamifero transgénico. Se
construye un transgén que incluye un promotor especifico de la leche y acidos nucleicos que codifican el anticuerpo
de interés y una secuencia de sefalizacion para la secrecion. La leche producida por hembras de estos mamiferos
transgénicos incluye, secretado en la misma, el anticuerpo de interés. El anticuerpo se puede purificar de la leche o,
para algunas aplicaciones, usar directamente.

Un método para producir un ratén transgénico es como sigue. Brevemente, una construcciéon de eleccion como
diana que codifica el anticuerpo se microinyecta en el pronucleo masculino de ovocitos fertilizados. Los ovocitos se
inyectan en el Utero de una madre adoptiva pseudoprefiada para el desarrollo en cachorros viables. Algunas crias
incorporan el transgén.

Sistemas de ensayo para posibles anticuerpos para FcRn

Posibles anticuerpos para FcRn se pueden caracterizar adicionalmente en ensayos que miden su actividad
moduladora hacia FcRn o fragmentos del mismo in vitro o in vivo. Por ejemplo, FcRn se puede combinar con un
sustrato tal como IgG no especifica o una porcién Fc de la IgG o albumina bajo condiciones de ensayo que permitan
la reaccion del FcRn con el sustrato. El ensayo se realiza en ausencia del posible anticuerpo para FcRn, y en
presencia de concentraciones crecientes del posible anticuerpo para FcRn. La concentracion de posible anticuerpo a
la que 50% de la actividad de FcRn (p. €j., union al sustrato) es inhibida por el posible anticuerpo es el valor ICsg
(concentracion inhibidora 50%) o el valor ECso (concentracion eficaz 50%) para ese anticuerpo. Dentro de una serie
o grupo de posibles anticuerpos, los que tienen valores inferiores de ICso 0 ECsp se consideran inhibidores mas
potentes de FcRn que los anticuerpos que tienen valore superiores de ICsp 0 ECso. En algunas realizaciones, los
anticuerpos tienen un valor de 1Cso de 800 nM, 400 nM, 100 nM, 25 nM, 5 nM, 1 nM, o menos segun se mide en un
ensayo in vitro para la inhibicion de la actividad de FcRn.
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Los posibles anticuerpos también se pueden evaluar con respecto a la selectividad hacia FcRn. Por ejemplo, un
posible anticuerpo para FcRn se puede ensayar con respecto a su potencia hacia FcRn y un conjunto de receptores
de la superficie celular, tales como receptores que también utilizan el dominio f2M, y un valor de I1Cso 0 un valor de
ECso se puede determinar para cada proteina receptora. Se puede considerar que un compuesto que muestre un
valor de ICsp 0 un valor de ECsy bajo para el FcRn y un valor de ICsp o un valor de ECsy superior para otros
receptores dentro del conjunto de prueba (p. €j., moléculas del MHC clase |) es selectivo hacia FcRn.

Células endoteliales o células epiteliales ex vivo que expresan el FcRn enddgeno se podrian usar para seguir la
endocitosis o transcitosis de los posibles anticuerpos bajo condiciones de pH y temperatura diferentes. La
transcitosis 1gG o el reciclado mediante FcRn se pueden medir al seguir un anticuerpo marcado en presencia o
ausencia de diversos productos quimicos y bajo condiciones diferentes que se sabe que influyen en o afectan a la
ruta de trafico intracelular.

Se podria realizar un estudio farmacocinético en rata, ratones o mono con anticuerpos que se unen a FcRn
dependientemente o independientemente del pH para determinar su semivida en el suero. Asimismo, el efecto
protector del anticuerpo se puede evaluar in vivo con respecto al uso potencial en una terapia inmunomoduladora o
como una inmunoterapia de Ultimo recurso para inyectar el anticuerpo en presencia o ausencia de una IgG marcada
o la porcion Fc marcada de la IgG. Una disminucion en la semivida de IgG/Fc marcados en presencia del posible
anticuerpo es una indicacién de la eficacia terapéutica del anticuerpo.

Composiciones farmacéuticas

En otro aspecto, la divulgacion proporcionar composiciones, p. €j., composiciones farmacéuticamente aceptables o
composiciones farmacéuticas, que incluyen un anticuerpo que se une a FcRn. El anticuerpo que se une a FcRn se
puede formular junto con un portador farmacéuticamente aceptable. Las composiciones farmacéuticas incluyen
composiciones terapéuticas y composiciones de diagndstico, p. €j., composiciones que incluyen anticuerpos que se
unen a FcRn marcados para la obtencion de imagenes in vivo.

Un portador farmacéuticamente aceptable incluye todos y cada uno de los disolventes, los medios de dispersion, los
revestimientos, los agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotonicos y de retardo de la absorcion, y
similares, que sean fisiologicamente compatibles. Preferiblemente, el portador es adecuado para la administracion
intravenosa, intramuscular, subcutanea, parenteral, espinal o epidérmica (p. €j., mediante inyeccion o infusion).
Dependiendo de la via de administracién, el anticuerpo que se une a FcRn se puede revestir en un material para
proteger el compuesto de la accién de acidos y otras condiciones naturales que pueden inactivar el compuesto.

Una sal farmacéuticamente aceptable es una sal que retiene la actividad biolégica deseada del compuesto original y
no imparte efectos toxicolégicos no deseados (véase, p. €j., Berge, S.M., y cols., 1977, J. Pharm. Sci. 66:1-19).
Ejemplos de estas sales incluyen sales por adicion de acidos y sales por adicion de bases. Sales por adicion de
acidos incluyen las derivadas de acidos inorganicos atoxicos, tales como clorhidrico, nitrico, fosférico, sulfarico,
brombhidrico, yodhidrico, fosforoso y similares, asi como de acidos organicos atéxicos tales como acidos mono- y
dicarboxilicos alifaticos, acidos alcanoicos sustituidos con fenilo, acidos hidroxialcanoicos, acidos aromaticos, acidos
sulfénicos alifaticos y aromaticos, y similares. Sales por adiciéon de bases incluyen las derivadas de metales
alcalinotérreos, tales como sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, asi como de aminas organicas atoxicas,
tales como N,N'-dibenciletilendiamina, N-metilglucamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina,
procaina y similares.

Las composiciones pueden variar en una variedad de formas. Estas incluyen, por ejemplo, formas de dosificacion
liquidas, semisdlidas y sodlidas, tales como soluciones liquidas (p. ej., soluciones inyectables e infundibles),
dispersiones o suspensiones, comprimidos, pildoras, polvos, liposomas y supositorios. La forma puede depender del
modo de administracion y la aplicacion terapéutica pretendidos. Muchas composiciones estan en la forma de
soluciones inyectables o infundibles, tales como composiciones similares a las usadas para la administracion de
seres humanos con anticuerpos. Un modo de administracion ejemplar es parenteral (p. €j., intravenosa, subcutanea,
intraperitoneal, intramuscular). El anticuerpo que se une a FcRn se puede administrar mediante infusién o inyeccion
intravenosa, o mediante inyeccion intramuscular o subcutanea.

La composicion se puede formular como una solucién, microemulsion, dispersion, liposoma u otra estructura
ordenada hasta una alta concentracion de farmaco. Las soluciones inyectables estériles se pueden preparar al
incorporar el compuesto activo (es decir, el ligando) en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o
una combinacion de los ingredientes enumerados anteriormente, segin se requiera, seguido por esterilizacion
filtrada. Generalmente, las dispersiones se preparan al incorporar el compuesto activo en un vehiculo estéril que
contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos de los enumerados anteriormente. En el
caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion se
secan a vacio y se liofilizan, lo que da un polvo del ingrediente activo mas cualquier ingrediente deseado adicional
procedente de una solucion del mismo previamente filtrada estériimente. La fluidez apropiada de una solucién se
puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del
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tamafio de particula requerido en el caso de una dispersion y mediante el uso de tensioactivos. La absorcion
prolongada de composiciones inyectables se puede efectuar al incluir en la composicién un agente que retarda la
absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

Un anticuerpo que se une a FcRn se puede administrar mediante una variedad de métodos conocidos en la técnica,
aunque, para muchas aplicaciones, la ruta/el modo de administracion es inyeccién o infusion intravenosa. Por
ejemplo, para aplicaciones terapéuticas, el anticuerpo que se une a FcRn se puede administrar mediante infusion
intravenosa a una velocidad de menos de 30, 20, 10, 5, o 1 mg/min para alcanzar una dosis de aproximadamente 1
a 100 mg/m? o 7 a 25 mg/m®. La ruta y/o el modo de administracién variara dependiendo de los resultados
deseados. El compuesto activo se puede preparar con un portador que proteja el compuesto contra la liberacion
rapida, tal como una formulacion de liberacién controlada, incluyendo implantes, y sistemas de aporte
microencapsulados. Se pueden usar polimeros biocompatibles biodegradables, tales como etileno-acetato de vinilo,
polianhidridos, poli(acido glicdlico), colageno, poliortoésteres y poli(acido lactico). Muchos métodos para la
preparacion de estas formulaciones estan patentados o se conocen generalmente. Véase, p. €j., Sustained and
Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., 1978, Marcel Dekker, Inc., Nueva York.

El anticuerpo se puede administrar oralmente, por ejemplo, con un diluyente inerte o un portador comestible
asimilable. El compuesto (y otros ingredientes, si se desea) también se puede encerrar en una capsula de gelatina
de envuelta dura o blanda, comprimir en forma de comprimidos o incorporar directamente en la dieta del sujeto. Para
la administracion terapéutica oral, los compuestos se pueden incorporar con excipientes y usar en la forma de
comprimidos ingeribles, comprimidos bucales, pastillas para chupar, capsulas, elixires, suspensiones, jarabes,
obleas y similares. Para administrar un compuesto divulgado en la presente mediante una administracion distinta a
la parenteral, puede ser necesario revestir el compuesto con, o coadministrar el compuesto con, un material para
prevenir su inactivacion.

Las composiciones farmacéuticas se pueden administrar con dispositivos médicos conocidos en la técnica. Por
ejemplo, una composicion farmacéutica divulgada en la presente se puede administrar con un dispositivos, p. €j., un
dispositivos de inyeccion hipodérmica sin aguja, una bomba o un implante.

Un anticuerpo que se une a FcRn se puede formular para asegurar una distribucion apropiada in vivo. Por ejemplo,
la barrera hematoencefalica (BBB) excluye muchos compuestos altamente hidrofilos. Para asegurar que los
compuestos terapéuticos divulgados en la presente crucen la BBB (si se desea), se pueden formular, por ejemplo,
en liposomas. Para métodos de fabricacion de liposomas, véanse, p. €j., las Patentes de EE. UU. N° 4.522.811,
5.374.548 y 5.399.331. Los liposomas pueden comprender uno o mas restos que son transportados selectivamente
dentro de células u 6rganos especificos, asi, mejoran el aporte dirigido del farmaco (véase, p. €j., V.V. Ranade,
1989, J. Clin. Pharmacol. 29:685).

Los regimenes de dosificacion se ajustan para proporcionar la respuesta deseada 6ptima (p. €j., una respuesta
terapéutica). Por ejemplo, se puede administrar una sola embolada, se pueden administrar varias dosis divididas a lo
largo del tiempo o la dosis se puede reducir o incrementar proporcionalmente segun esté indicado por las exigencias
de la situacion terapéutica. Es especialmente ventajoso formular composiciones parenterales en forma de
dosificacion unitaria por facilidad de administracion y uniformidad de dosificacion. Forma de dosificacion unitaria,
seguin se usa en la presente, se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias
para los sujetos que se van a tratar; cada unidad contiene una cantidad predeterminada de compuesto activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacién con el portador farmacéutico requerido. La
especificacion para las formas de dosificacion unitarias puede estar dictada por y ser directamente dependiente de
(a) las caracteristicas Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que se vaya a alcanzar, y (b) las
limitaciones inherentes en la técnica de combinacion de este compuesto activo para el tratamiento de sensibilidad en
individuos.

Un intervalo no limitativo ejemplar para una cantidad terapéuticamente o profilacticamente eficaz de un anticuerpo
divulgado en la presente es 0,1-20 mg/kg, o 1-10 mg/kg. Un anticuerpo anti-FcRn se puede administrar, p. €j.,
mediante infusion intravenosa, p. €j., a una velocidad de menos de 30, 20, 10, 5 0 1 mg/min para alcanzar una dosis
de aproximadamente 1 a 100 mg/m2 o aproximadamente 5 a 30 mg/mz. Los valores de dosificacién pueden variar
con el tipo y la gravedad de la afeccién que se vaya a aliviar. Para un sujeto particular, los regimenes de dosificacion
especificos se pueden ajustar a lo largo del tiempo segun la necesidad individual y el juicio profesional de la persona
que administre o supervise la administracion de las composiciones.

Las composiciones farmacéuticas divulgadas en la presente pueden incluir una cantidad terapéuticamente eficaz de
una cantidad profilacticamente eficaz de un anticuerpo que se une a FcRn divulgado en la presente. Una "cantidad
terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad eficaz, en dosificaciones y durante periodos necesarios, para
alcanzar el resultado terapéutico deseado. Una cantidad terapéuticamente eficaz de la composiciéon puede variar
segun factores tales como el estado de la enfermedad, la edad, el sexo y el peso del individuo, y la capacidad del
anticuerpo para provocar una respuesta deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz también es
una en la que cualquier efecto tdxico o perjudicial sea sobrepasado por los efectos terapéuticamente beneficiosos.
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Estabilizacion y retencion

En una realizacién, un anticuerpo que se une a FcRn esta asociado fisicamente con un resto que mejora su
estabilizacion y/o retencion en la circulacion, p. €j., en sangre, suero, linfa u otros tejidos, p. €j., en al menos 1,5, 2,
5, 10 o 50 veces. Por ejemplo, un anticuerpo que se une a FcRn puede estar asociado con un polimero, p. €j.,
polimeros sustancialmente no antigénicos, tales como poli(6xidos de alquileno) o poli(6xidos de etileno). Los
polimeros adecuados variaran sustancialmente en el peso. Se pueden usar polimeros que tienen pesos moleculares
medios numéricos que varian de aproximadamente 200 a aproximadamente 35.000 (o de aproximadamente 1.000 a
aproximadamente 15.000, y de 2.000 a aproximadamente 12.500). Por ejemplo, un anticuerpo que se une a FcRn se
puede conjugar a un polimero hidrosoluble, p. €j., polimeros polivinilicos hidrofilos, p. €j. poli(alcohol vinilico) y
polivinilpirrolidona. Una lista no limitativa de estos polimeros incluyen homopolimeros de poli(6xido de alquileno)
tales como polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicoles, polioles polioxietilenados, copolimeros de los mismos y
copolimeros de bloques de los mismos, con tal de que se mantenga la hidrosolubilidad de los copolimeros de
bloques.

Estuches

Un anticuerpo que se une a FcRn descrito en la presente se puede proporcionar en un estuche, p. €j., como un
componente de un estuche. Por ejemplo, el estuche incluye (a) un anticuerpo que se une a FcRn, p. €j., una
composicion que incluye un anticuerpo que se une a FcRn y, opcionalmente, (b) material informativo. EI material
informativo puede ser descriptivo, instructivo, comercial u otro material que se refiere a los métodos descritos en la
presente y/o al uso de un anticuerpo que se une a FcRn para los métodos descritos en la presente.

El material informativo de los estuches no esta limitado en su forma. El material informativo puede incluir informacién
acerca de la produccién del compuesto, el peso molecular del compuesto, la concentracién, la fecha de caducidad,
informacion del lote o el lugar de produccion, etc. El material informativo se puede referir a usar el anticuerpo para
tratar, prevenir o diagnosticar un trastorno descrito en la presente, p. €j., un trastorno autoinmunitario.

El material informativo puede incluir instrucciones para administrar un anticuerpo que se une a FcRn de un modo
adecuado para realizar los métodos descritos en la presente, p. €j., en una dosis, una forma de dosificacién o un
modo de administracion adecuados (p. €j., una dosis, una forma de dosificacion o un modo de administracion
descritos en la presente). El material informativo puede incluir instrucciones para administrar un anticuerpo que se
une a FcRn a un sujeto adecuado, p. €j., un ser humano, p. €j., un ser humano que tiene, o en riesgo de, un
trastorno autoinmunitario (p. e€j., artritis reumatoide o lupus eritematoso sistémico). Por ejemplo, el material puede
incluir instrucciones para administrar un anticuerpo que se une a FcRn a un paciente con lupus o un paciente con
otro trastorno autoinmunitario.

El material informativo de los estuches no esta limitado en su forma. En muchos casos, el material informativo, p. €;j.,
las instrucciones, se proporciona en impresos, p. €j., un texto impreso, un dibujo y/o una fotografia, p. €j., una
etiqueta o una hoja impresa. Sin embargo, el material informativo también se puede proporcionar en otros formatos,
tales como material legible por ordenador, grabacion de video o grabacion de audio. El material informativo del
estuche puede tener informacién de contacto, p. €j., una direccion fisica, una direcciéon de correo electronico, un
cibersitio o un nimero de teléfono, donde un usuario del estuche puede obtener informacién sustancial acerca de un
anticuerpo que se une a FcRn y/o su uso en los métodos descritos en la presente. Por supuesto, el material
informativo también se puede proporcionar en cualquier combinacién de formatos.

Ademas de un anticuerpo que se une a FcRn, la composicion del estuche puede incluir otros ingredientes, tales
como un disolvente o tampon, un estabilizante, un conservante, un agente saborizante (p. €j., un antagonista del
amargor o un edulcorante), una fragancia u otro ingrediente cosmético, y/o un segundo agente para tratar un
trastorno autoinmunitario descrito en la presente, p. ej., artritis reumatoide o lupus eritematoso sistémico.
Alternativamente, los oftros ingredientes se pueden incluir en el estuche, pero en diferentes composiciones o
recipientes que un anticuerpo que se une a FcRn. El estuche también puede incluir instrucciones para mezclar un
anticuerpo que se une a FcRn y los otros ingredientes, o para usar un anticuerpo que se une a FcRn junto con los
otros ingredientes.

Un anticuerpo que se une a FcRn se puede proporcionar en cualquier forma, p. €j., forma liquida, secada o
liofilizada. Se prefiere que un anticuerpo que se une a FcRn sea sustancialmente puro y/o estéril. Cuando un
anticuerpo que se une a FcRn se proporciona en una solucién liquida, la solucién liquida es preferiblemente una
solucioén acuosa, prefiriéndose una solucién acuosa estéril. Cuando un anticuerpo que se une a FcRn se proporciona
como una forma secada, la reconstitucién es generalmente mediante la adiciéon de un disolvente adecuado. el
disolvente, p. ej., agua estéril o tampon, se puede proporcionar opcionalmente en el estuche.

El estuche puede incluir uno o mas recipientes para la composiciéon que contiene un anticuerpo que se une a FcRn.
El estuche puede contener recipientes separados, divisores o compartimentos para la composicion y el material
informativo. Por ejemplo, la composicion puede estar contenida en una botella, un vial o una jeringa, y el material
informativo puede estar contenido en una carpeta o sobre de plastico. Los elementos separados del estuche pueden
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estar contenidos dentro de un solo recipiente no dividido. Por ejemplo, la composicion esta contenida en una botella,
un vial o una jeringa que tiene unido a los mismos el material informativo en la forma de una etiqueta. El estuche
puede incluir una pluralidad (p. €j., una serie) de recipientes individuales, que contienen cada uno una o mas formas
unitarias de dosificacion (p. €j., una forma de dosificacion descrita en la presente) de un anticuerpo que se une a
FcRn. Por ejemplo, el estuche incluye una pluralidad de jeringas, ampollas, paquetes de papel de aluminio o
blisteres, conteniendo cada uno una sola dosis unitaria de un anticuerpo que se une a FcRn. Los recipientes de los
estuches pueden ser herméticos al aire, a prueba de agua (p. €j., impermeables a los cambios en la humedad o la
evaporacion) y/o herméticos a la luz.

El estuche incluye opcionalmente un dispositivo adecuado para la administracion de la composicién, p. ej., una
jeringa, un inhalador, una pipeta, un férceps, una cuchara de medida, un cuentagotas (p. €j., un cuentagotas ocular),
un hisopo (p. €j., un hisopo de algodén o un hisopo de madera), o cualquiera de estos dispositivos de aporte. El
dispositivo puede ser un dispositivo implantable que distribuye dosis medidas del anticuerpo. La divulgacion también
presenta un método para proporcionar un estuche, p. €j., al combinar los componentes descritos en la presente.

Tratamientos

Los anticuerpos que se unen a FcRn e identificados por el método descrito en la presente y/o detallado en la
presente tienen utilidades terapéuticas y profilacticas. Estos anticuerpos se pueden administrar a un sujeto para
tratar, prevenir y/o diagnosticar una variedad de trastornos, incluyendo trastornos autoinmunitarios, o incluso a
células en cultivo, p. €j., in vitro o ex vivo.

El término "tratar" se refiere a administrar una terapia en una cantidad, de una manera y/o un modo eficaz para
mejorar una afeccion, un sintoma o un parametro asociado con un trastorno o para prevenir el avance de un
trastorno, bien hasta un grado estadisticamente significativo o bien hasta un grado detectable para un experto en la
técnica. Una cantidad, una manera o un modo eficaces pueden variar dependiendo del sujeto y se pueden adaptar al
sujeto. El sujeto puede ser un ser humano o un animal no humano, p. €j., un mamifero no humano.

El anticuerpo que se une a FcRn se puede administrar en una cantidad terapéuticamente eficaz, p. €j., tal que al
administrar una sola dosis o dosis multiples a un sujeto, el sujeto exhiba una mejora de los sintomas de un trastorno,
p. €j., un trastorno autoinmunitario (p. €j., artritis reumatoide o lupus eritematoso sistémico) o de un parametro
indicativo de la presencia o el riesgo del trastorno.

Trastornos ejemplares que afectan a muchos érganos u 6rganos localizados del cuerpo incluyen: Esclerosis multiple,
artritis reumatoide, enteropatias inflamatorias (IBD), lupus y espondilitis anquilosante. Algunos de estos trastornos se
analizan posteriormente. Se divulgan en la presente métodos para el tratamiento del cancer. Otros trastornos
adicionales que se pueden tratar usando un anticuerpo que se une a FcRn incluyen: escleroderma, sindrome de
Sjogren, sindrome de Goodpasture, granulomatosis de Wegener, polimialgia reumatica, arteritis temporal/arteritis de
células gigantes, alopecia areata, espondilitis anquilosante, sindrome antifosfolipidico, enfermedad de Addison
autoinmunitaria, anemia hemolitica autoinmunitaria, hepatitis autoinmunitaria, enfermedad de oido interno
autoinmunitaria, sindrome linfoproliferativo autoinmunitario (ALPS), purpura trombocitopénica autoinmunitaria (ATP),
enfermedad de Behcet, penfigoide ampolloso, cardiomiopatia, esprie-dermatitis celiacos, sindrome de
inmunodeficiencia con sindrome de fatiga crénica (CFIDS), polineuropatia desmielinizante inflamatoria cronica,
penfigoide cicatrizal, enfermedad de crioaglutinina, sindrome de CREST, enfermedad de Crohn, enfermedad de
Dego, dermatomiositis, dermatomiositis juvenil, lupus discoide, crioglobulinemia mixta esencial, fibromialgia,
fibromiositis, enfermedad de Grave, sindrome de Guillain-Barre, tiroiditis de Hashimoto, fibrosis pulmonar idiopatica,
purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), nefropatia por IgA, diabetes insulinodependiente (tipo 1), artritis juvenil,
enfermedad de Meniere, enfermedad mixta del tejido conectivo, miastenia grave, pénfigo vulgar, pénfigo foliaceo,
pénfigo paraneoplastico, anemia perniciosa, poliarteritis nudosa, policondritis, sindromes poliglanculares, polimialgia
reumatica, polimiositis, dermatomiositis, agammaglobulinemia primaria, cirrosis biliar primaria, psoriasis, fenomeno
de Raynaud, sindrome de Reiter, fiebre reumatica, sarcoidosis, sindrome de la persona rigida, arteritis de Takayasu,
colitis ulcerativa, uveitis, vasculitis, vitiligo.

El anticuerpo que se une a anti-FcRn se puede administrar para retirar un anticuerpo terapéutico no deseado de la
corriente sanguinea.

El anticuerpo que se une a anti-FcRn se puede administrar para suprimir el nivel de anticuerpos anti-HLA. El nivel de
anticuerpos anti-HLA se puede suprimir en conexion con el trasplante de érganos .

Métodos para administrar anticuerpos que se unen a FcRn se describen en "Composiciones farmacéuticas". Las
dosificaciones adecuadas de las moléculas usadas dependeran de la edad y el peso del sujeto y el farmaco
particular usado. Los anticuerpos se pueden usar como agentes competitivos para inhibir o reducir una interaccion
no deseable, p. €j., entre un agente natural o patoldgico y el FcRn.

El anticuerpo que se une a FcRn se puede usar para aportar macro- y micromoléculas, p. €j., un gen en la célula con
propositos de terapia génica en el endotelio o el epitelio y dirigirse solamente a los tejidos que expresan el FcRn. Los
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anticuerpos se pueden usar para aportar una variedad de farmacos citotoxicos incluyendo farmacos terapéuticos, un
compuesto que emite radiacion, moléculas de plantas, proteinas bioldgicas de origen fungico o bacteriano, y
mezclas de los mismos. Los farmacos citotoxicos pueden ser farmacos citotdéxicos que actuan intracelularmente,
tales como emisores de radiacion de corto alcance, incluyendo, por ejemplo, emisores a de alta energia de corto
alcance, segun se describe en la presente.

En el caso de toxinas polipeptidicas, también se pueden usar técnicas de acidos nucleicos recombinantes para
construir un acido nucleico que codifica el anticuerpo y la citotoxina (o un componente polipeptidico de la misma)
como fusiones traduccionales. A continuacion, el acido nucleico recombinante se expresa, p. €j., en células y el
polipéptido de fusién codificado se aisla.

Alternativamente, el anticuerpo que se une a FcRn se puede acoplar a emisores de radiacion de alta energia, por
ejemplo, un radioisétopo, tal como "I, un emisor Y, que, cuando se localiza en una zona, da como resultado la
muerte de varios diametros celulares. Véase, p. €j., S.E. Order, "Analysis, Results, and Future Prospective of the
Therapeutic Use of Radiolabeled Antibody in Cancer Therapy", Monoclonal Antibodies for Cancer Detection and
Therapy, R.W. Baldwin Y, cols (eds PP 303 316 (Academic Press 1985). Otros radiois6topos adecuados incluyen
emlsores a, tales como #'?Bi, ?"Bi y 'At, y emisores b, tales como '%Re y Y. Por otra parte, también se puede
usar ""Lu como un agente tanto de obtencion de imagenes como citotoxico.
La radioinmunoterapia (RIT) que usa anticuerpos marcados con "'l, Y y ""’Lu esta bajo una investigacion clinica
intensa. Existen diferencias significativas en las caracteristicas fisicas de estos tres nuclidos y, como resultado, la
eleccion del radionuclido es muy critica a fin de aportar una radiacion maxima a un tejido de interés. La particulas de
energia beta superiores de Oy pueden ser buenas para tumores voluminosos. Las particulas beta de energia
relativamente baja de 3" son ideales, pero la deshalogenamon in vivo de moléculas radioyodadas es una
desventaja principal para internalizar un anticuerpo. En contraste, Lu tiene una particula beta de baja energia con
un intervalo de solo 0,2-0,3 mm y aporta una dosis de radiacion muy inferior a la medula O6sea en comparacion con
y. Ademas, debido a una semivida fisica mas prolongada (en comparacion con Y) los tiempos de permanencia
son superiores. Como resultado, se pueden administrar actividades superiores (mas cantidades de mCi) de agentes
marcados con '"’Lu con una dosis de radiacion comparativamente menor a la médula. Existen varios estudios
clinicos que investigan el uso de anticuerpos marcados con ""Lu en el tratamiento de diversos canceres. (Mulligan T
y cols., 1995, Clin. Canc. Res. 1: 1447-1454; Meredith RF, y cols., 1996, J. Nucl. Med. 37:1491-1496; Alvarez RD, y
cols., 1997, Gynecol. Oncol. 65: 94-101).

El uso de los métodos terapéuticos para tratar la autoinmunidad tiene un nimero de beneficios. Puesto que los
anticuerpos reconocen especificamente FcRn, se evita otro tejido y altos niveles del agente se aportan directamente
a la zona en la que se requiere la terapia. El tratamiento se puede comprobar eficazmente con parametros clinicos.
Alternativamente, estos parametros se pueden usar para indicar cuando se debe emplear este tratamiento.

Un anticuerpo que se une a FcRn se puede administrar en combinacién con una o mas de las modalidades
existentes para tratar trastornos autoinmunitarios incluyendo, pero no limitados a: terapia intravenosa de Ig,
farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAID) y corticosteroides; y tratamientos antiinflamatorios tales como
ciclosporinas, rapamicinas o ascomicinas, o sus analogos inmunosupresores, p. €j., ciclosporina A, ciclosporina G,
FK-506, rapamicina, 40-O-(2-hidroxi)etil-rapamicina, etc.; ciclofosfamida; azatiopreno; metotrexato; brequinar; FTY
720; leflunomida; mnizoribina; acido micofendlico; micofenolato de mofetilo; 15-desoxiespergualina; anticuerpos
monoclonales inmunosupresores, p. €j., anticuerpos monoclonales para receptores leucociticos, p. ej.,, MHC, CD2,
CD3, CD4, CD7, CD25, CD28, B7, CD45 o CD58 o sus ligandos; u otros compuestos inmunomoduladores, p. €j.,
CTLA4Ig, u otros inhibidores de moléculas de adhesion, p. ej. mAbs o inhibidores de bajo peso molecular incluyendo
antagonistas de selectina y antagonistas de VLA-4. Estas terapias de combinacion pueden ser parte de regimenes
inmunomoduladores o un régimen para el tratamiento o la prevencién de rechazo agudo o crénico de alo- o
xenoinjertos, un trastorno inflamatorio o trastornos autoinmunitarios.

Esclerosis multiple

La esclerosis multiple (MS) es una enfermedad del sistema nervioso central que se caracteriza por inflamacion y
pérdida de envueltas de mielina.

Los pacientes que tienen MS se pueden identificar por criterios que establecen un diagndstico de MS clinicamente
definida por el seminario sobre el diagndstico de la MS (Poser y cols., Ann. Neurol. 13:227, 1983). La MS también se
puede diagnosticar por la evidencia de dos ataque y bandas oligoclonales de IgG en fluido cerebroespinal o por la
combinacion de un ataque, la evidencia clinica de dos lesiones y una banda oligoclonal de IgG en fluido
cerebroespinal. Los criterios de McDonald también se pueden usar para diagnosticar la MS. McDonald y cols.(2001)
Recommended diagnostic criteria for multiple sclerosis: guidelines from the International Panel on the Diagnosis of
Muiltiple Sclerosis, Ann Neurol 50:121-127. Los criterios de McDonald incluyen el uso de evidencia por MRI de
deterioro del SNC a lo largo del tiempo para ser usados en el diagndstico de la MS, en ausencia de multiples
ataques clinicos.
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El tratamiento eficaz de la esclerosis multiple se puede evaluar de diversos modos diferentes. Los siguientes
parametros se pueden usar para calibrar la eficacia del tratamiento. Dos criterios ejemplares incluyen: EDSS (escala
extendida de estado de incapacidad) y aparicion de exacerbaciones en MRI (obtencién de imagenes por resonancia
magnética). La EDSS es un medio para graduar el deterioro clinico debido a MS (Kurtzke, Neurology 33:1444,
1983). Se evaluan ocho sistemas funcionales con respecto al tipo y la gravedad del deterioro neurolégico.
Brevemente, antes del tratamiento, los pacientes se evalian con respecto al deterioro en los siguientes sistemas:
piramidal, cerebelo, tronco encefalico, sensorial, intestino y vejiga urinaria, visual, cerebral y otros. Los seguimientos
se efectuan a intervalos definidos. La escala varia de 0 (normal) a 10 (muerte debida a MS). Una disminucion de una
etapa completa puede indicar un tratamiento eficaz (Kurtzke, Ann. Neurol. 36:573-79, 1994).

Sintomas ejemplares asociados con la esclerosis multiple, que se pueden tratar con los métodos descritos en la
presente, incluyen: neuritis Optica, diplopia, nistagmo, dismetria ocular, oftalmoplejia internuclear, fosfenos de
movimiento y sonido, defecto pupilar aferente, paresia, monoparesia, paraparesia, hemiparesia, cuadraparesia,
plejia, paraplejia, hemiplejia, tetraplejia, cuadraplejia, espasticidad, disartria, atrofia muscular, espasmos, calambres,
hipotonia, clono, mioclono, mioquimia, sindrome de la pierna inquieta, caida del pie, reflejos disfuncionales,
parestesia, anestesia, neuralgia, dolor neuropatico y neurogénico, fenémeno de Lhermitte, disfuncion proprioceptiva,
neuralgia trigémino, ataxia, temblor intencional, dismetria, ataxia vestibular, vértigo, ataxia del habla, distonia,
disdiadococinesia, miccion frecuente, espasticidad de la vejiga urinaria, vejiga urinaria flacida, disinergia del esfinter
detrusor, disfuncion eréctil, anorgasmia, frigidez, estrefiimiento, urgencia fecal, incontinencia fecal, depresion,
disfuncion cognitiva, demencia, cambios de humor, inestabilidad emocional, euforia, sindrome bipolar, ansiedad,
afasia, disfasia, fatiga, sintoma de Uhthoff, reflujo gastroesofagico y trastornos del suefio.

Ademas de o antes de los estudios en seres humanos, se puede usar un modelo en animales para evaluar la
eficacia de usar los dos agentes. Un modelo en animales ejemplar para la esclerosis multiples es el modelo en
ratones de encefalitis autoinmunitaria experimental (EAE), p. €j., segun se describe en (Tuohy y cols. (J. Immunol.
(1988) 141: 1126-1130), Sobel y cols. (J. Immunol. (1984) 132: 2393-2401) y Traugott (Cell Immunol. (1989) 119:
114-129). Se les pueden administrar a los ratones un primer y un segunda agente descritos en la presente antes de
la induccion de la EAE. A continuacion, los ratones fueron evaluados con respecto a criterios caracteristicos para
determinar la eficacia de usar los dos agentes en el modelo.

IBD

Las enteropatias inflamatorias (IBD) incluyen una inflamacion intestinal recurrente generalmente crénica. IBD se
refiere a dos trastornos distintos, la enfermedad de Crohn vy la colitis ulcerativa (UC). Los sintomas clinicos de la IBD
incluyen hemorragia rectal intermitente, dolor abdominal colico, pérdida de peso y diarrea. También se puede usar
un indice clinico para comprobar la IBD tal como el indice de actividad clinica para la colitis ulcerativa. Véanse
ademas Walmsley y cols. Gut. 1998 Jul;43(1):29-32 y Jowett y cols. (2003) Scand J Gastroenterol. 38(2):164-71. Se
puede usar un anticuerpo que se une a FcRn para mejorar al menos un sintoma de la IBD o para mejorar un indice
clinico de IBD.

Artritis reumatoide

La artritis reumatoide es una enfermedad inflamatoria autoinmunitaria que provoca dolor, hinchazén, rigidez y
pérdida de funcién en las articulaciones. La artritis reumatoide a menudo se presenta en un patrén simétrico. La
enfermedad puede afectar a las articulaciones de las mufiecas y las articulaciones de los dedos mas cercanas a la
mano. También puede afectar a otras partes del cuerpo ademas de las articulaciones. Ademas, las personas con
artritis reumatoide pueden tener fatiga, fiebres ocasionales y un malestar general. Factores positivos para el
diagndstico de la artritis reumatoide incluyen el anticuerpos sanguineo "factor reumatoide" y el anticuerpo citrulina.
Un anticuerpo que se une a FcRn puede ser Util en el tratamiento, la prevencion o el alivio de la artritis reumatoide o
uno o mas sintomas de la artritis reumatoide.

Lupus

El lupus eritematoso sistémico (SLE) es un trastorno autoinmunitario que conduce a la inflamacién y el dafio a
diversos tejidos corporales. El SLE puede estar mediado por autoanticuerpos dirigidos contra su propio ADN. El
lupus puede afectar a muchas partes del cuerpo, incluyendo las articulaciones, la piel, los rifiones, el corazoén, los
pulmones, los vasos sanguineos y el cerebro. Aunque se pueden presentar diversos sintomas, algunos de los mas
comunes incluyen fatiga extrema, dolor o hinchazén de las articulaciones (artritis), fiebre sin explicacion, erupciones
cutaneas y problemas renales. Sintomas ejemplares del lupus incluyen dolor e hinchazén de las articulaciones,
fiebre sin explicacion y fatiga extrema. Una erupcion cutanea roja caracteristica puede aparecer a través de la nariz
y las mejillas. Las erupciones también se pueden producir sobre la cara y las orejas, la parte superior de los brazos,
los hombros, el pecho y las manos. Otros sintomas del lupus incluyen dolor de pecho, pérdida de cabello, anemia,
Ulceras bucales y dedos de las manos y los pies palidos o morados debido al frio y al estrés. Algunas personas
también experimentan cefaleas, mareos, depresion, confusion o ataques. Factores positivos para el diagnéstico del
SLE incluyen anticuerpos antinucleares circulatorios, anticuerpos anti-ADN y anticuerpos anti-Sm. Un anticuerpo que
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se une a FcRn puede ser Util para tratar, prevenir o aliviar el SLE o uno o mas sintomas del SLE. El lupus, segun se
usa en la presente, incluye lupus cutaneo y lupus nefritico.

Trombocitopenia inmunitaria (ITP)

La ITP es una enfermedad de incremento de la destruccién de plaquetas periféricas, donde los pacientes desarrollan
anticuerpos que se unen a proteinas membranarias de plaquetas especificas. Los anticuerpos antiplaquetarios
opsonizan las plaquetas, conduciendo a la destruccién por macréfagos. Intentos de tratar la ITP han implicado
generalmente suprimir el sistema inmunitario, lo que provoca un incremento en los niveles de plaquetas. Un
anticuerpo que se une a FcRn puede ser Util para tratar, prevenir o aliviar la ITP, o uno o mas sintomas de la misma.

Espondilitis anquilosante

La espondilitis anquilosante es un trastorno autoinmunitario que no solo afecta a la columna vertebral, sino que
también puede afectar a las caderas, los hombros y las rodillas ya que los tendones y ligamentos alrededor de los
huesos y las articulaciones se inflaman, dando como resultado dolor y rigidez. La espondilitis anquilosante tiene a
afectar a personas en la adolescencia tardia o la edad adulta temprana. Un anticuerpo que se une a FcRn puede ser
util en el tratamiento, la prevencioén o el alivio de la espondilitis anquilosante, o uno o mas sintomas de la misma.

Pénfigo

El pénfigo es un trastorno autoinmunitario que afecta a las membranas mucosas y la piel. El trastorno se caracteriza
por la generacion de autoanticuerpos contra desmogleina. La desmogleina es una proteina de la familia de las
cadherinas y esta implicada en la formacion de desmosomas, que ligan las células entre si. El pénfigo se puede
clasificar como uno de tres tipos: pénfigo vulgar, la forma mas comun del trastorno, en donde los autoanticuerpos se
dirigen a desmogleina 3. En el pénfigo foliaceo, se generan autoanticuerpos contra desmogleina 1. El trastorno de
tercer tipo y menos comun es el pénfigo paraneoplastico, en el que los autoanticuerpos se dirigen a desmoplaquinas
y que esta asociado con canceres tales como el linfoma. Comunmente, los trastornos son diagnosticados por un
dermatdlogo por la apariencia de la piel y se conforma por la deteccion de autoanticuerpos contra desmogleina.
Métodos de tratamiento incluyen la administracion de esteroides y/o la administracion de un anticuerpo para CD20
tal como Rituximab (Rituxan).

Cancer

"Cancer", segun se usa en la presente, se refiere a un crecimiento descontrolado de células que interfiere con el
funcionamiento normal de los érganos y los sistemas corporales. Los canceres que migran desde su localizacion y
siembran érganos vitales finalmente pueden conducir a la muerte del sujeto a través del deterioro funcional de los
organos afectados. Los carcinomas son canceres malignos que surgen de células epiteliales e incluyen
adenocarcinoma y carcinoma de células escamosas. Los sarcomas son un cancer del tejido conectivo o de soporte
e incluyen osteosarcoma, condrosarcoma y tumor estromatico gastrointestinal. Los canceres hematopoyéticos, tales
como leucemia, son capaces de vencer los compartimentos hematopoyéticos normales en un sujeto, conduciendo
de ese modo a insuficiencia hematopoyética (en forma de anemia, trombocitopenia y neutropenia) provocando
finalmente la muerte. Un experto normal en la técnica puede clasificar un cancer como un sarcoma, carcinoma o
cancer hematopoyeético.

Cancer, segun se usa en la presente, incluye los siguientes tipos de cancer, cancer de mama, cancer del tracto
biliar; cancer de vejiga urinaria; cancer de cerebro incluyendo glioblastomas y meduloblastomas; cancer de cuello
uterino; coriocarcinoma; cancer de colon; cancer endometrial; cancer esofagico; cancer gastrico; neoplasmas
hematolégicos incluyendo leucemia linfocitica y mielégena aguda; leucemia linfoblastica/linfoma agudo de células T,
tricoleucemia; leucemia mielégena cronica, mieloma multiple; leucemias asociadas con SIDA y leucemia/linfoma de
células T; neoplasmas intraepiteliales incluyendo enfermedad de Bowen y enfermedad de Paget; cancer de higado;
cancer de pulmon; linfomas incluyendo enfermedad de Hodgkin y linfomas linfociticos; neuroblastomas; cancer oral
incluyendo carcinoma de células escamosas; cancer ovarico incluyendo los que surgen de células epiteliales, células
estromaticas, células germinales y células mesenquimales; cancer pancreatico; cancer de préstata; cancer rectal;
sarcomas incluyendo leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, liposarcoma, fibrosarcoma y osteosarcoma; cancer de piel
incluyendo melanoma, sarcoma de Kaposi, cancer basocelular y cancer de células escamosas; cancer testicular
incluyendo tumores germinal tales como seminoma, no seminoma (teratomas, coriocarcinomas), tumores
estromaticos y tumores de células germinales; cancer de tiroides incluyendo adenocarcinoma de tiroides y
carcinoma medular; y cancer renal incluyendo adenocarcinoma y tumor de Wilms. Otros canceres seran conocidos
por un experto normal en la técnica.

Tratamiento de fetos
FcRn media en el transporte de IgG materna a través de las barreras de células epiteliales hacia el feto. Los
anticuerpos descritos en la presente se pueden usar para aportar farmacos macromoleculares, p. €j., anticuerpos,

y/o moléculas pequenias a los fetos en intrauterinamente. El feto puede sufrir una afeccion o un trastorno (p. €j., una
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infeccion entérica o un trastorno metabdlico) que requiere tratamiento. El farmaco o la molécula para tratar la
afeccion o el trastorno se puede conjugar a un anticuerpo que se une a FcRn y administrar a una mujer embarazada
que tiene un feto intrauterino que tiene necesidad de tratamiento. El anticuerpo conjugado que se une a FcRn se une
a FcRn y se transporta de ese modo al feto a través de la placenta. El feto recibe tratamiento con el farmaco o la
molécula.

Inmunoadsorcion

Se divulgan en la presente métodos para la retirada de un anticuerpo terapéutico no deseado de un individuo. El
anticuerpo terapéutico no deseado puede ser un anticuerpo de IgG. El anticuerpo terapéutico no deseado puede ser
un anticuerpo anti-VLA4 tal como Natalizumab (Tysabri, Biogen Idec/ Elan), efalizumab (Raptiva, Genetech),
bevacizumab (Avastin, Genentech) y proteinas de fusion de Fc tales como etanercept (Enbrel, Amgen/Wyeth). La
terapia con el anticuerpo monoclonar Natalizumab se ha asociado con la leucoencefalopatia multifocal progresiva
(PML). El agotamiento del anticuerpo terapéutico de la corriente sanguinea y/o el resto del cuerpo puede alterar la
progresion de la PML.

Los métodos de tratamiento presentados aqui se pueden combinar con métodos para retirar o retirar parcialmente
anticuerpos terapéuticos de la corriente sanguinea de un sujeto. Los anticuerpos anti-FCRn presentados aqui se
pueden combinar con una proteina de captura que se puede unir a un anticuerpo terapéutico, dando como
resultados las combinaciones un incremento de la depuracion del anticuerpo terapéutico de la corriente sanguinea.
El método de retirada o retirada parcial del anticuerpo terapéutico de la corriente sanguinea de un sujeto es el
intercambio plasmatico (PLEX). Los anticuerpos anti-FcRn se pueden administrar a un sujeto sometido a intercambio
plasmatico. Los anticuerpos anti-FcRn se pueden usar como un inmunoadsorbente para FcRn en el procedimiento
de intercambio plasmatico.

En el intercambio plasmatico (también llamada aféresis o plasmaféresis) se extrae sangre del cuerpo y plasma que
contiene un agente no deseado, tal como colesterol o un anticuerpo terapéutico, se retira de la sangre mediante un
separador de células. La sangre se puede retirar del cuerpo in lotes o se puede retirar en un modo de flujo continuo,
permitiendo lo ultimo la reintroduccion de la sangre procesada en el cuerpo. El plasma retirado que comprende el
agente no deseado se puede descartar y el paciente puede recibir plasma del donante o en cambio solucién salina
con proteinas afiadidas. Se pueden necesitar multiples rondas de intercambio plasmatico para retirar el agente no
deseado de la sangre o para disminuir el nivel del agente no deseado en la sangre hasta un nivel aceptable. La
sangre se puede "filtrar" y el agente no deseado se puede retirar, antes de devolver la sangre al paciente. Métodos
de intercambio plasmatico son conocidos en la técnica y se describen, por ejemplo, en el documento US 6.960.178.

Se ha mostrado que el intercambio plasmatico reduce los niveles de anticuerpo terapéutico en la sangre de un sujeto
y la restauracion de la homeostasia (Véase, p. €j., Khatri y cols; 2009; Neurology 72:402-409).

Un anticuerpo terapéutico basado en IgG (tal como natalizumab) se puede retirar de la sangre, el plasma o el suero
al poner en contacto la sangre con la proteina de captura proteina estafilococica A, que se unira a la region Fc de
IgG y retirara el anticuerpo de IgG de la corriente sanguinea. Otras proteinas de captura se pueden usar para
anticuerpos de isotipos diferentes. Los anticuerpos anti-FcRn se pueden usar como una proteina de captura en el
procedimiento de intercambio plasmatico, dando como resultado la retirada de FcRn de la corriente sanguinea,
incrementando de ese modo el anticuerpo terapéutico "libre". El anticuerpo terapéutico "libre" resultante tendra una
semivida mas corta que el anticuerpo presente antes del tratamiento y/o se puede retirar de la sangre mas
facilmente con una proteina de captura diferente (tal como proteina A). Los anticuerpos anti-FcRn se pueden
administrar a un paciente durante o antes del intercambio plasmatico. Los anticuerpos anti-FcRn se pueden
inmovilizar y usar en una columna, dando como resultado la unién de FcRn. La sangre de un paciente que contiene
un anticuerpo terapéutico se puede poner en contacto tanto con anticuerpo anti-FcRn inmovilizado como con
proteina A inmovilizada.

Los anticuerpos anti-FcRn presentado aqui se pueden usar en una terapia de "rescate" para anticuerpos
terapéuticos que se han administrado y han mostrado un efecto adverso. Un anticuerpo anti-FcRn se puede usar
como una alternativa para el intercambio plasmatico. La administracion de un anti-FcRn puede efectuar el
agotamiento del anticuerpo terapéutico sin los riesgos asociados con la plasmaféresis y el intercambio plasmatico tal
como acceso vascular, terapia con citrato y plasma procedente de donantes.

Antigenos leucociticos humanos

Los antigenos leucociticos humanos (HLA) presentan péptidos y antigenos sobre el exterior de la célula, que
posteriormente son reconocidos por células T, que a su vez pueden activar células B. El conjunto de genes de HLA
disponibles es Unico para cada persono. Cualquier célula que exponga un HLA que sea "impropio" dara como
resultado la introduccion de una respuesta inmunitaria. En general, cuanto mas diferente sea el HLA "impropio" del
HLA propio, mas fuerte sera la respuesta inmunitaria. A modo de ejemplo, en el caso de trasplantes de érganos, se
prefieren sujetos con genes de HLA similares para minimizar la respuesta inmunitaria. Se ha encontrado que los
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anticuerpos para HLA especificos de donantes estan asociados con el fallo del injerto en el trasplante de rifion,
corazon, pulmodn e higado.

Se divulgan en la presente métodos para la disminucion del nivel de anticuerpos para HLA "impropio" en un
individuo. Disminuir el nivel de anticuerpos para HLA "impropio" puede dar como resultado la supresién de una
respuesta inmunitaria, p. €j., durante el trasplante de un érgano. A una persona que se esta sometiendo o se va a
someter a trasplante de 6rgano se le administra un anticuerpo anti-FcRn. A una persona que ha recibido un
trasplante de 6rgano se le puede administrar un anticuerpo anti-FcRn. Ensayos para medir los niveles de
anticuerpos para HLA son muy conocidos en la técnica.

Usos diagnosticos

Los anticuerpos que se unen a FcRn y se identifican mediante el método descrito en la presente y/o detallado en la
presente tienen utilidades diagndsticas in vitro e in vivo.

La divulgacion proporciona un método de diagnostico para detectar la presencia de un FcRn, in vitro o in vivo (p. €j.,
obtencién de imagenes in vivo en un sujeto). EI método puede incluir localizar FcRn hacia una localizacion
subcelular, p. €j., el endosoma. El método puede incluir: (i) poner en contacto una muestra con anticuerpo que se
une a FcRn; y (ii) detectar la formacién de un complejo entre el anticuerpo que se une a FcRn y la muestra. El
método también puede incluir poner en contacto una muestra de referencia (p. €j., una muestra de control) con el
anticuerpo, y determinar el grado de formacion del complejo entre el anticuerpo y la muestra con relacion al mismo
para la muestra de referencia. Un cambio, p. e€j., un cambio estadisticamente significativo, en la formacion del
complejo en la muestra o el sujeto con relacion a la muestra o el sujeto de control puede ser indicativo de la
presencia de FcRn en la muestra.

Otro método ejemplar incluye: (i) administrar el anticuerpo que se une a FcRn a un sujeto; y (iii) detectar la formacion
de un complejo entre el anticuerpo que se une a FcRn y el sujeto. La deteccion puede incluir determinar la
localizacion o el tiempo del formacién del complejo.

El anticuerpo que se une a FcRn se puede marcar directamente o indirectamente con una sustancia detectable para
facilitar la deteccion del anticuerpo unido o no unido. Sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos
prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes y materiales radiactivos.

La formacion de complejo entre el anticuerpo que se une a FcRn y FcRn se puede detectar al medir o visualizar bien
el anticuerpo unido al FcRn o bien el anticuerpo no unido. Se pueden usar ensayos de deteccion convencionales, p.
€j., ensayos de inmunoabsorciéon con enzimas ligadas (ELISA), un radioinmunoensayo (RIA) o inmunohistoquimica
tisular. Ademas de marcar el anticuerpo que se une a FcRn, la presencia de FcRn se puede ensayar en una muestra
mediante un inmunoensayo de competicion utilizando patrones marcados con una sustancia detectable y un
anticuerpo no marcado que se une a FcRn. En un ejemplo de este ensayo, la muestra bioldgica, los patrones
marcados y el anticuerpo que se une a FcRn se combinan y se determina la cantidad de patron marcado unido al
anticuerpo no marcado. La cantidad de FcRn en la muestra es inversamente proporcional a la cantidad de patén
marcado unida al anticuerpo que se une a FcRn.

Se pueden preparar anticuerpos marcados con fluoréforo y croméforo. Debido a que los anticuerpos y otras
proteinas absorben luz que tiene longitudes de onda hasta aproximadamente 310 nm, los restos fluorescentes se
deben seleccionar para tener una absorcion sustancial a longitudes de onda por encima de 310 nm y
preferiblemente por encima de 400 nm. Una variedad de fluorescentes y croméforos adecuados son descritos por
Stryer,1968, Science 162:526 y Brand, L. y cols.,1972, Annu. Rev. Biochem. 41:843 868. Los anticuerpos se pueden
marcar con grupos cromoforos fluorescentes mediante procedimientos convencionales tales como los divulgados en
las Patentes de EE. UU. N° 3.940.475, 4.289.747 y 4.376.110. Un grupo de fluorescentes que tienen un numero de
las propiedades deseables descritas anteriormente es los colorantes de xanteno, que incluyen las fluoresceinas y las
rodaminas. Otro grupo de compuestos fluorescentes son las naftilaminas. Una vez marcado con un fluoréforo o
cromoforo, el anticuerpo se puede usar para detectar la presencia o la localizacion del FcRn en una muestra, p. €j.,
usando microscopia fluorescente (tao como microscopia confocal o de deconvolucion).

Andlisis histologico. Se puede emplear inmunohistoquimica usado los anticuerpos descritos en la presente. Por
ejemplo, el anticuerpo se puede sintetizar con un marcador (tal como una etiqueta de purificacion o epitdpica) o se
puede marcar detectablemente, p. ej., al conjugar un marcador o un grupo unido a marcador. Por ejemplo, un
quelador se puede ligar al anticuerpo. A continuacién, el anticuerpo se pone en contacto con una preparacion
histolégica, p. ej., una seccion fijada de ejido que estd sobre un portaobjetos de microscopio. Después de una
incubacién para la union, la preparacion se lava para retirar anticuerpo no unido. A continuacién, se analiza la
preparacion, p. €j., usando microscopia, para identificar si el anticuerpo esta unido a la preparacion.

Por supuesto, el anticuerpo puede no estar marcado en el momento de la unién. Después de la unién y el lavado, el
anticuerpo se marca a fin de hacerlo detectable.

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 650 804 T3

Micromatrices proteinicas. El anticuerpo que se une a FcRn también se puede inmovilizar sobre una micromatriz
proteinica. La micromatriz proteinica se puede usar como una herramienta de diagndstico, p. ej., para cribar
muestras médicas (tales como células aisladas, sangre, sueros, biopsias y similares). Por supuesto, la micromatriz
proteinica también puede incluir otros ligandos, p. €j., que se unen a FcRn o a otras moléculas diana.

Métodos para producir micromatrices polipeptidicas se describen, p. €j., en De Wildt y cols., 2000, Nat. Biotechnol.
18:989-994; Lueking y cols., 1999, Anal. Biochem. 270:103-111; Ge, 2000, Nucleic Acids Res. 28, €3, I-VII;
MacBeath y Schreiber, 2000, Science 289:1760-1763; los documentos WO 01/40803 y WO 99/51773A1. Los
polipéptidos para la micromatriz se pueden afadir en forma de gota a alta velocidad, p. €j., usando aparatos
roboticos disponibles comercialmente, p. €j., de Genetic MicroSystems o BioRobotics. El sustrato de la micromatriz
puede ser, por ejemplo, nitrocelulosa, plastico, vidrio, p. €j., vidrio modificado superficialmente. La micromatriz
también puede incluir una matriz porosa, p. €j., acrilamida, agarosa u otro polimero.

Por ejemplo, la micromatriz también puede ser una matriz de anticuerpos, p. €j., segun se describe en De Wildt,
anteriormente. Células que producen los anticuerpos se pueden hacer crecer sobre un filtro en un formato de
micromatriz. Se induce la produccion de anticuerpos, y los polipéptidos expresados se inmovilizan en el filtro en la
localizacion de la célula. Una micromatriz de anticuerpos se puede poner en contacto con una diana marcada para
determinar el grado de unién de la diana a cada anticuerpo inmovilizado. La informacién acerca del grado de unién
en cada direccion de la micromatriz se puede almacenar como un perfil, p. €j., en una base de datos informatica. La
micromatriz de anticuerpos se puede producir en réplicas y usarse para comparar perfiles de union, p. €j., de una
diana y una no diana.

FACS (clasificacion celular activada por fluorescencia). El anticuerpo que se une a FcRn se puede usar para marcar
células, p. €j., células de una muestra (p. €j., una muestra de paciente). El anticuerpo también se liga (o se puede
ligar) a un compuesto fluorescente. A continuacion, las células se puede clasificar usando clasificacion celular
activada por fluorescencia (p. €j., usando un clasificador disponible de Becton Dickinson Immunocytometry Systems,
San Jose CA; véanse ademas las Patentes de EE. UU. N° 5.627.037, 5.030.002 y 5.137.809). A medida que las
células pasan a través del clasificador, el haz laser excita el compuesto fluorescente mientras que un detector
cuenta células que pasan a su través y determina si un compuesto fluorescente esta ligado a la célula al detectar
fluorescencia. La cantidad de marcador unido a cada célula se puede cuantificar y analizar para caracterizar la
muestra.

El clasificar también puede desviar la célula y separar células unidas por el anticuerpo de las células no unidas por el
anticuerpo. Las células separadas se pueden cultivar y/o caracterizar.

Obtencion de imagenes in vivo. También se presenta un método para detectar la presencia de tejidos que expresan
FcRn in vivo. El método incluye (i) administrar a un sujeto (p. €j., un paciente que tiene un trastorno autoinmunitario)
un anticuerpo anti-FcRn, conjugado a un marcador detectable; (ii) exponer al sujeto a medios para detectar dicho
marcador hacia los tejidos o las células que expresan FcRn. Por ejemplo, el sujeto se somete a obtencion de
imagenes, p. €j., mediante NMR u otros medios tomograficos.

131| 111| 123|

Egjemplos de marcadores utlles para diagnostico por imagen incluyen radiomarcadores tales como n, ,

"Tc 32p, 1%, *H, MC y #Rh, marcadores fluorescentes tales como fluoresceina y rodamina, marcadores activos en
resonancia magnetlca nuclear, is6topos emisores de positrones detectables mediante un escaner de tomografia de
emision de positrones ("PET"), quimioluminiscentes tales como luciferina y marcadores enzimaticos tales como
peroxidasa o fosfatasa. También se pueden emplear emisores de radiacién de corto alcance, tales como is6topos
detectables mediante sondas detectoras de corto alcance. El anticuerpo se puede marcar con estos reactivos
usando técnicas conocidas. Por ejemplo, véase Wensel y Meares, 1983, Radioimmunoimaging and
Radioimmunotherapy, Elsevier, Nueva York con respecto a técnicas que se refieren al radiomarcaje de anticuerpos y
D. Colcher y cols., 1986, Meth. Enzymol. 121: 802 816.

También se puede usar un anticuerpo radiomarcado para pruebas diagndsticas in vitro. La actividad especifica de un
anticuerpo marcado isotopicamente depende de la semivida, la pureza isotépica del marcador radiactivo y como se
incorpore el marcador en el anticuerpo.

Se conocen generalmente procedimientos para marcar polipéptidos con los is6topos radiactivos (tales como ¢, °H,

¥g, 1%, p I) Por ejemplo, procedimientos de marcaje con tritio se descrlben en la Patente de EE. UU. N°
4.302.438 Procedlmlentos de yodacion, marcaje con tritio y marcaje con g, p. ej., como los adaptados para
anticuerpos monoclonales murinos, son descritos, p. €j., por Goding, J.W. (Monoclonal antibodies: principles and
practice : production and application of monoclonal antibodies in cell biology, biochemistry, and immunology 22 ed.
Londres; Orlando: Academic Press, 1986. pp 124 126) y las referencias citadas alli. Otros procedimientos para yodar
polipéptidos, tales como anticuerpos, son descritos por Hunter y Greenwood, 1962, Nature 144:945, David y cols.,

1974, Biochemistry 13:1014 1021, y las Patentes de EE UU. N° 3. 867 517 y 4.376.110. Elementos de radlomarcaje
que son utiles en la obtencién de imagenes incluyen o R T y e por ejemplo. Procedimientos para yodar
anticuerpos son descritos por Greenwood, F. y cols., 1963, Biochem. J. 89:114 123; Marchalonis, J., 1969, B/ochem
J. 113:299 305; y Morrison, M. y cols., 1971, Immunochemistry 289 297. Procedimientos para el marcaje con *"Tc
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son descritos por Rhodes, B. y cols. en Burchiel, S. y cols. (eds.), Tumor Imaging: The Radioimmunochemical
Detection of Cancer, Nueva York Masson 111 123 (1982) y las referencias citadas alli. Procedimientos adecuados
para marcar anticuerpos con ""In son descritos por Hnatowich, D.J. y cols., 1983, J. Immunol. Methods, 65:147 157,
Hnatowich, D. y cols., 1984, J. Applied Radiation, 35:554 557, y Buckley, R. G. y cols., 1984, F.E.B.S. 166:202 204.

En el caso de un anticuerpo radiomarcado, el anticuerpo se administra al paciente, se localiza en células que
soportan el antigeno con el que reacciona el anticuerpo, y se detecta o se obtiene como imagen in vivo usando
técnicas conocidas tales como escaneo radionuclear usando, p. €j., una gammacamara o tomografia de emision.
Véase, p. €j.,, A.R. Bradwell y cols., "Developments in Antibody Imaging", Monoclonal Antibodies for Cancer
Detection and Therapy, R. W. Baldwin y cols., (eds ), pp 65 85 (Academic Press 1985). Alternativamente, se puede
usar un escaner de tomografia transaxial de emision de positrones, tal como Pet VI dlsenado situado en Brookhaven
National Laboratory, donde el radiomarcador emite positrones (p. ej., ' 'C, '°F, 0y "*N).

Agentes de contraste de MRI. La obtencion de imagenes por resonancia magnética (MRI) usa NMR para visualizar
las caracteristicas internas de un sujeto vivo, y es util para el prondstico, el diagnéstico, el tratamiento y la cirugia. La
MRI se puede usar sin compuestos trazadores radiactivos por un beneficio obvio. Algunas técnicas de MRI se
resumen en el documento EP-A-0 502 814. Generalmente, las diferencias relacionadas con las constantes del
tiempo de relajacion T1 y T2 de protones del agua en diferentes ambientes se usa para generar una imagen. Sin
embargo, estas diferencias pueden ser insuficientes para proporcionar imagenes nitidas de alta resolucion.

Las diferencias en estas constantes del tiempo de relajacion se pueden mejorar mediante agentes de contraste.
Ejemplos de estos agentes de contraste incluyen un nimero de agentes magnéticos agentes paramagnéticos (que
principalmente alteran T1) y ferromagnéticos o superparamagnéticos (que principalmente alteran la respuesta de
T2). Se pueden usar quelatos (p. €j., quelatos de EDTA, DTPA y NTA) para ligarse a (y reducir la toxicidad) de
algunas sustancias paramagnéticas (p. ej.,. Fe®, Mn'?, Gd"™). Otros agentes que pueden estar en forma de
particulas, p. €j., de menos de 10 mm a aproximadamente 10 nM de diametro). Las particulas pueden tener
propiedades ferromagnéticas, antiferromagnéticas o superparamagnéticas. Las particulas pueden incluir, p. €j.,
magnetita (FesO4), y-Fe20s, ferritas y otros compuestos minerales magnéticos de elementos de transicion. Las
particulas magnéticas pueden incluir: uno o mas cristales magnéticos con y sin material no magnético. El material no
magnético puede incluir polimeros sintéticos o naturales (tales como Sepharose, dextrano, dextrina, almidon y
similares.

El anticuerpo que se une a FcRn también se puede marcar con un grupo indicador que contiene el atomo de OF
activo para NMR, o una pluralidad de estos atomos en tanto que (i) sustancialmente todos los atomos de fluoro
naturalmente abundantes sean el |sot0po °F y, asi, sustancialmente todos los compuestos que contienen flior sean
activos en NMR; (ii) muchos compuestos polifluorados quimicamente activos tales como anhidrido trifluoracético
estén disponibles comercialmente a un coste relativamente bajo; y (iii) muchos compuestos fluorados se han
encontrado médicamente aceptables para el uso en seres humanos, tales como los poliéteres perfluorados
utilizados para transportar oxigeno como sustitutos de hemoglobina. Después de permitir este tiempo para la
incubacion, se lleva a cabo una MRI de todo el cuerpo usando un aparato tal como uno de los descritos por Pykett,
1982, Sci. Am. 246:78 88 para localizar y obtener imagenes de tejidos que expresan FcRn.

La divulgacion también presenta estuches que comprenden un anticuerpo que se une a FcRn e instrucciones para el
uso diagnaéstico, p. €j., el uso del anticuerpo que se une a FcRn o fragmento de unién a antigeno del mismo, para
detectar FcRn, in vitro, p. €j., en una muestra, p. €j., una biopsia o células procedentes de un paciente que tiene un
trastorno autoinmunitario, o in vivo, p. €j., al obtener imagenes de un sujeto. El estuche puede contener ademas al
menos un reactivo adicional, tal como un marcador o un agente de diagnostico adicional. Para el uso in vivo, el
anticuerpo se puede formular como una composicion farmacéutica.

La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes Ejemplos, que de ningun modo se deben
considerar como mas limitativos.

Ejemplos
Ejemplo 1: Clonacién de FcRn, FcRn-GPI y ;M

La construccion de ADNc de FcRn de longitud completa usada para estos Ejemplos se construy6 originalmente en el
laboratorio Simister (Brandeis University, Waltham MA) usando pcDNAG6 (Invitrogen, Carlsbad, CA) como el vector
plasmidico (FcRn:pcDNAGB). La construccion de ADNc de B2m humana usada para estos Ejemplos se construyd
originalmente en la laboratorio Blumberg (Harvard Medical School, Boston, MA) usando pcDNAS3 (Invitrogen) como
el vector plasmidico (32M:pcDNA3).

Los plasmidos se transfirieron a E. coli quimicamente competente One Shot TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA)
segun las instrucciones del fabricante. Se recogi6é una sola colonia de cada una de las placas transformadas, se
inocul6 en 500-1000 ml de medio LB y se cultivd durante la noche en un agitador. El ADN plasmidico se purificé de
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estos cultivos con un estuche Maxi Prep (Qiagen, Valencia, CA). La construccion plasmidica de pcDNA6-hFcRn de
longitud completa se digirié6 con Nhe1 y Xba1. La construccién plasmidica pCDNA3.1-32-M se digirié con Hind Il y
Xba 1. La construccion plasmidica pCDNA6-hFcRn-GPI se digirié6 con Nhe1 y Xba 1. Los productos digeridos se
resolvieron sobre un gel de agarosa al 1% para verificar que el tamafio de la insercion era correcto. El tamafio
correcto para FcRn de longitud completa y GPI-FcRn era de aproximadamente 1 kb de longitud. La f2M humana
tenia aproximadamente 0,4 kb de longitud. EI ADN plasmidico (4 mg/ml en etanol) se diluyé hasta 2 mg/ml en DPBS
estéril (Invitrogen, Carlsbad, CA) antes de la inyeccion intramuscular.

Ejemplo 2: Inmunizacion de ratones con ADN plasmidico que codifica FcRn

Ratones Balb/c se trataron con 100 pl de cardiotoxina 10 mM (Calbiochem, San Diego) 5 dias antes de la inyeccion
de ADN plasmidico. El tratamiento con cardiotoxina se usé para provocar una respuesta inflamatoria y para incluir
células que presentan antigeno (p. €j., células dendriticas) en la zona inyectada, mejorando de ese modo la
presentacion del antigeno cuando se expresaba la proteina codificada por el plasmido.

100 pg de construccion plasmidica de longitud completa o GPI-hFcRn resuspendida en 50 uyl de PBS se inyectaron
en el musculo tibial anterior de los ratones. Los ratones inmunizados con la combinacion de hFcRn y 32M recibian
una dosis de 50 yg de plasmido hFcRn en 25 yl de PBS y 50 ug de plasmido B2M en 25 pyl de PBS. Todas las
inyecciones intramusculares se realizaron bajo anestesia sistémica con pentobarbital (50 mg/kg,
intraperitonealmente) o cetamina (100 mg/kg)/Xylazine (10 mg/kg). Los animales se reforzaron con inyecciones
adicionales de ADN plasmidico de hFcRn 21 y 42 dias después de la primera inmunizacion usando la misma dosis y
volumen que se uso para la primera inyeccion.

Los ratones también se reforzaron con la forma soluble de hFcRn recombinante (shFcRn, 100 pg/raton,
intraperitonealmente) el dia 76 después de la inmunizacion inicial. Posteriormente, se obtuvieron de 30 a 50 pyl de
suero mediante sangrado de la vena caudal a los 56 y 94 dias después de la inmunizacion inicial. A continuacion, los
sueros se probaron con respecto a los titulos de anticuerpo como se describe posteriormente en el Ejemplo 3.
Ademas, al raton nimero 182 se le aporté una dosis de refuerzo intravenosa (IV) de shFcRn recombinante (50
pg/ratén) los dias 129, 130 y 131 antes de la fusion. El dia 132, células esplénicas del raton numero 182 se
fusionaron con células de mieloma NS-1 o SP2/0 (ATCC, Manassas, VA) segun se describe posteriormente en el
Ejemplo 4. Se generaron a partir de esta fusion aproximadamente 35 lineas de hibridoma de mAB especifico anti-
FcRn humano.

El ratén numero 187 se reforzd IV adicionalmente con 50 ug de shFcRn recombinante los dias 276, 277 y 278
después de la inmunizacion inicial. El dia 279, células esplénicas procedentes de 187 se fusionaron con células de
mieloma SP2/0 como se describe posteriormente en el Ejemplo 4. 10% de las fusiones resultantes se sembraron en
placa en once placas de 96 pocillos. El 90% restante de las fusiones se almacend en nitrégeno liquido. De las
fusiones sembradas en placa, se generaron 35 lineas que secretan mAB que reconoce hFcRn. El protocolo de
inmunizacién se resume en la Tabla 2.

Tabla 2: Protocolo de inmunizacion

Vacunacién N° de |Dia5 Dia 0 Dia 21 Dia 42 Dia56 |Dia76 Dia94 |Dia 129- Dia Dia 276- Dia
ratones 131 n® 132 n° | 278 n® | 279 n°
182 182 187 187
ADN de FL- |5 Tratamiento | Inmunizacién | Refuerzo | Refuerzo |12 Refuerzo |22 Refuerzo |Fusién
FcRn con Prueba |IP con |Prueba |diario con
humano cardiotoxina en sHFcRn |en shFcRn
suero suero \

ADN de FL- |5 Tratamiento | Inmunizacién | Refuerzo | Refuerzo |Prueba |Refuerzo |Prueba Refuerzo |Fusién
FcRn con en P con |en diario con
humano + cardiotoxina suero sHFcRn | suero shFcRn
ADN de beta \%
2M humana
ADN de GPI- |5 Tratamiento | Inmunizacién |Refuerzo | Refuerzo |Prueba |Refuerzo |Prueba
FcRn con en P con |en
humano cardiotoxina suero sHFcRn |suero
GPI-FcRn 5 Tratamiento | Inmunizacién | Refuerzo | Refuerzo |Prueba |Refuerzo |Prueba
humano + con en P con |en
ADN de beta cardiotoxina suero sHFcRn | suero
2M humana
Sin DNA 5 Tratamiento Prueba Prueba

con en en

cardiotoxina suero suero

Ejemplo 3: Titulo de anticuerpo en suero de raton
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El titulo de anti-hFcRn y anti-B2M en suero de ratdon se midié6 mediante ELISA. Las placas de ELISA se revistieron
con 2 yg/ml de hFcRn soluble o hBz2M (Sigma, St. Louis, MO) en tampén de revestimiento para ELISA (Sigma, St.
Louis, MO). Las placas se incubaron a 37°C durante 1 hora. Las placas se lavaron dos veces con PBS+0,05% de
Tween (PBST). Las placas se bloquearon con 1% de gelatina de pescado en PBS durante 1 hora a 37°C. Las placas
se lavaron dos veces con PBST. Se afiadié suero de ratén diluido en serie (en PBS) (100 pl/pocillo) y se incubo
durante 2 horas a 37°C. Las placas se lavaron 5 veces con PBST. Se anadi6 a las placas anticuerpo caprino anti-
IgG-HRP de raton (Pierce, Rockford, IL) con una dilucion de 1 a 10.000 y se incubd durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las placas se lavaron 5 veces con PBST. Se afiadi6 a las placas solucion de tetrametilbencidina (TMB)
(KPL, Gaithersburg, MD) para el desarrollo del color. La reaccion del sustrato se detuvo después de
aproximadamente 5 minutos cuando se desarrollaba un color apropiado. Las placas se leyeron a 450 nM en un
lector de microplacas (Bio-rad, Hercules, CA). El suero se probd en todos los ratones el dia 56 (Figura 1). Los
ratones con suero reactivo con hFcRn se probaron de nuevo el dia 94 y los titulos en suero se muestran en la Figura
2.

Ejemplo 4: Fusiones de hibridoma

Se seleccionaron el ratén 182 y el raton 187 para elaborar fusiones de hibridoma. Los bazos de ambos ratones se
extirparon y se prepararon suspensiones monocelulares de células esplénicas al separar los bazos seguido por
pipeteado repetido con 10 ml de medio DMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células esplénicas se centrifugaron a
500 g durante 5 minutos. Los glébulos rojos se sometieron a lisis al resuspender las células esplénicas en 2 ml
tampon de lisis de ACK (8,29 g de NH4Cl, 1 g de KHCOs3, 37,2 mg de Na;EDTA, H;O hasta un volumen final de 1
litro, pH 7,2-7,4). Las células se incubaron sobre hielo durante 5 minutos. Las células tratadas con tampén de ACK
se lavaron tres veces con DMEM. El numero total de células esplénicas obtenidas del ratén 182 era 216x10°. La
mitad de las células se fusioné con 70x10° de células de mieloma SP2/0 y la otra mitad se fusiond con 27x10°
células NS-1.

La fusién n°® 182 se llevé a cabo segun el método descrito en Current Protocol of Immunology Unidad 2.5, Wayne M.
Yokoyama, Publisher: John Wiley and Son Inc. version electrénica. Las células fusionadas SP2/0 se diluyeron en
314 ml de medio HAT y se sembraron sobre 16,5 placas (placa de 96 pocillos, 0,2 ml/pocillo). Las células fusionadas
NS-1 se diluyeron en 216 ml de medio HAT y se sembraron sobre 11 placas (placa de 96 pocillos, 0,2 mi/pocillo).

En la fusion n® 187, 2x108 células esplénicas se fusionaron con 8x107 células de mieloma SP2/0 usando un
protocolo de "Monoclonal Antibodies" editado por J.H. Peters y H. Baumgarten, publicado por Springer-Verlag, 1992,
Pagina 149-156. Nueva York.

Los dias 2, 3, 4, 5, 7, 9 después de la fusion, la mitad del medio HAT se reemplazé por medio HAT reciente. De una
a dos semanas después de la fusion, las células de hibridoma procedentes de pocillos positivos (determinados por
un crecimiento claro bajo el microscopio y por inspeccién a simple vista) se transfirieron a placas de cultivo de 24
pocillos. Dentro de las 2 semanas después de la fusién, células de hibridoma se cultivaron en medio completo que
contenia medio HAT. El dia 16, las células se transfirieron a CDMEM sin HAT.

Cuando el medio se volvia ligeramente amarillo, una parte alicuota de sobrenadante se recogio y se cribd con
respecto a la actividad anti-hFcRn mediante ELISA segun se describe en el Ejemplo 3. Se cribd un total de 384
lineas de hibridoma procedentes de la fusién de células esplénicas SP2/0 -n° 182. Se cribé un total de 60 lineas de
hibridoma procedentes de la fusiéon de células esplénicas NS-1 -n° 182. Los sobrenadantes procedentes de 31
lineas de la fusién SP2/0 se probaban positivos mediante ELISA para la reactividad anti-hFcRn. Los sobrenadantes
procedentes de 8 lineas de hibridoma de la fusién NS-1 se probaban positivos mediante ELISA con respecto a la
reactividad anti-hFcRn. Un total de 16 lineas de hibridoma procedentes de la fusidon n® 182 se cloné mediante
dilucion limitativa y 3 subclones procedentes de cada linea se seleccionaron para una caracterizacion adicional.

Ejemplo 5: clonacién de hibridomas

Se prepar6 medio de clonacion de hibridomas como sigue: Se afiadieron 12,5 ml de solucién tamponadora de hepes
(100x/1M) (Invitrogen, Carlsbad, CA), 5 ml de piruvato sédico (100x/100mM) (Invitrogen, Carlsbad, CA), 5 ml de
penicilina/estreptomicina (100x/10.000 unidades) (Invitrogen, Carlsbad, CA), 5 ml de aminoacidos no esenciales
(100x/100mM) (Invitrogen, Carlsbad CA), 5 ml de L-glutamina (100x/200 mM) (Invitrogen, Carlsbad, CA), 0,5 ml de
2-mercaptoetanol (1000x/5,5x10? M) (Invitrogen, Carlsbad, CA), 100 ml de FBS (precribado con respecto al
crecimiento de hibridomas) (Cambrex, East Rutherford, NJ) y 50 ml de factor de clonacion de hibridomas (ICN,
Irvine, CA) a 317 ml de DMEM con alto contenido de glucosa (Invitrogen, Carlsbad, CA). El medio se filtré a través
de un filtro de 0,22 ym y se almacenaron a 4°C.

Dos dias antes de la clonacion, el medio de cultivo cDMEM se reemplazé por medio de clonaciéon de hibridomas. El
dia de la clonacién, las células se lavaron una vez en DMEM vy las celulas se contaron. Las células se
resuspendieron en medio de clonacién a una concentraciéon variada de 1x10°-1x10%/ml. Se transfirieron 3000, 300 o
100 células a 20 ml de medio de clonacién para formar una concentracién de 150 células/ml, 15 células/ml o 3
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células/ml. A continuacion, las células se transfirieron a 3 placas individuales (una para cada concentracion de
células) de una placa de 96 pocillos. Cada pocillo tiene un volumen final de 0,2 ml. Las placas se incubaron a 37°C,
10% de CO- durante 1-2 semanas, punto en el que se contaron los pocillos positivos. Se seleccionaron 20 30 clones
de las placas con los pocillos menos positivos y se expandieron en placas de 24 pocillos. Los sobrenadantes se
probaron mediante ELISA de anti-FcRn segun se describe en el Ejemplo 3 con respecto a la reactividad con FcRn
soluble.

Ejemplo 6: Ensayo de competicion celular usando sobrenadantes de MAB especificos para FcRn
A. Marcaje de Synagis® con Alexa-Fluor-488

Se marcd Synagis® (IgG1 humanizada, Medimmune, Gaithersburg, MD) con el estuche de marcaje de proteinas
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes/Invitrogen, Carlsbad, CA) segun el protocolo sugerido por el fabricante.
Brevemente, se afadieron 50 pl de bicarbonato sédico 1 M, pH 9,0 a 500 ul de una soluciéon de 2 mg/ml de IgG en
PBS. Esta solucion de proteina se afiadié a continuacion al éster succinimidilico de Alexa Fluor 488 (polvo seco) y
se incubd a temperatura ambiente durante 1 hora. La proteina se purific6 mediante cromatografia de exclusion por
tamafio usando la columna integrante del estuche (resina de purificacion de exclusiéon por tamario fina Bio-Rad
BioGel P-30). La muestra se cargd a la columna y se eluyé con PBS. La primera banda coloreada contenia la
proteina marcada. El grado de marcaje se determiné al medir la absorbancia de la IgG eluida a A280 y A494. La
concentracion molar de proteina se determiné usando la férmula:

[A250 — (A494 x 0,11) x factor de dilucion]

M) = 203.000

Ademas, la forma usada para derivar los moles de colorante por mol de proteina era:

Ayo4 x factor de dilucion

(M)

~ 71.000 x concentracion de proteina
Tipicamente, de 4 a 7 moles de Alexa-Fluor 488 se incorporaron por mol de IgG.
B. Ensayo de competicion celular con sobrenadantes especificos para FcRn

Se usaron células 293 C11 que expresaban hFcRn y oM humana para probar sobrenadantes de mAB para FcRn en
un ensayo de competicién con una IgG1 marcada fluorescentemente. 300.000 células 293 C11 se lavaron en PBS y
se nodulizaron en una microcentrifuga de sobremesa a 2500 RPM durante 5 minutos. Las células nodulizadas se
resuspendieron en 100-200 pl de sobrenadante procedente de clones que producen mABs especificos para FcRn y
se incubaron sobre hielo durante 60-90 minutos. Las células se lavaron dos veces con tampdn de unién (PBS pH 6,0
EDTA 10 mM). Las células se resuspendieron en 100 pl de tampdn de unién. Se preparé higG1 marcada con Alexa
fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR) usando un estuche (Molecular Probes, Eugene, OR) segun las
instrucciones del fabricante y se afiadieron a cada tubo (100 nM en 0,6-1,5 pl). Las células se incubaron durante 40
minutos sobre hielo. Las células se lavaron una vez en tampén de unién y se analizaron mediante un clasificador de
células activado por fluorescencia (FACS) usando el software EXPO.32 (Beckman Coulter, Inc., Miami, FL). Los
resultados se presentan como intensidad de fluorescencia media total (TMFI).

La Figura 3 representa resultados procedentes de las fusiones 182. Si la TMFI del tubo de control (Alexa Fluor 488
solo y sin competidor) es superior a la TMFI del tubo que contiene competidor (mAB sup), el grado de inhibicion se
calculé como sigue: TMFI del tubo de control-TMFI del tubo que contiene competidor/ TMFI del tubo de control.

Si la TMFI del tubo de control es inferior que la TMFI del tubo que contiene competidor, hay una mejora de la unién
de higG1 a células que expresan FcRn. La mejora se calculé como sigue: TMFI del tubo que contiene competidor -
TMFI del tubo de control / TMFI del tubo de control.

La Figura 4 representa resultados procedentes de la fusién 187. La TMFI se calculé como la fraccion de células en la
region limitada multiplicada por la fluorescencia media en la region. Los resultados de un experimento indicaban que
11 de los sobrenadantes probados inhibian IgG1 marcada con Alexa fluor 188 que se une a células 293C11,
mientras que 4 de los sobrenadantes mejoraban la union de IgG1 marcada con Alexa fluor 188 que se une a 293C11
(Figura 4A). Los resultados de un segundo experimento indicaban que 3 sobrenadantes inhibian IgG1 que se une a
células 293 C11, mientras que 5 sobrenadantes mejoraban la unién (Figura 4B).
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Ejemplo 7: Ensayo de competicion celular que usa mABs especificos para FcRn

Se usaron células 293 C11 que expresan hFcRn y ;M humana para probar sobrenadantes de mAB para FcRn en
un ensayo de competicion con una IgG1 marcada fluorescentemente. Las células se lavaron una vez con tampén de
union (PBS pH 6,0, EDTA 10 mM) y se nodulizaron a 1800 RPM, 4°C en una centrifuga de sobremesa. Las células
se dividieron en partes alicuotas en tubos de microcentrifuga (1-3x10° /vial/ ml de tampén de union). Las células se
nodulizaron en una microcentrifuga a 2500 RPM durante cinco minutos. El sobrenadante se aspird y el nédulo
celular se resuspendié en 100 pl de tampoén de unién. Se anadieron mABs especificos para FcRn purificados a
diversas concentraciones. Se afadié IgG marcada con Alexa fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR) a una
concentracion de 100 nM (concentracion final) a cada tubo. Las muestras se incubaron a 4°C durante 40 minutos.
Las muestras se lavaron una vez con tampon de unién y se resuspendieron en tampon de union para el analisis por
FACS (Beckman Coulter, Inc., Miami, FL). Antes del analisis de la muestra, el FACS se equilibr6 con tampén de
union. Los resultados se presentan como intensidad de fluorescencia media total (TMFI). La TMFI se calculé como
porcentaje de células en la regién limitada x fluorescencia media en la region. Los resultados indicaban que los mAB
3B3.11, mAB 4B4.12, mAB 31.1 y mAB 4.13 inhibian significativamente la unién de 1IgG1 a células 293 C11 (Figura
5).

Ejemplo 8: Tincion de la superficie celular para FcRn usando anticuerpos monoclonales

La expresion superficial de FcRn usando mABs se detectd mediante FACS. Se estudiaron fibroblastos de rata (que
expresan FcRn de rata/$;M de rata), células 293 C11 (que expresan hFcRn/B2M humana), células 3T3 FcRn (que
expresan FcRn murino/$2M murina) y células COS transfectadas con plasmido pCDNAG6 que codifica FCRN/B:M de
mono. Se us6 una microcentrifuga para nodulizar 1-3x10° de cada tipo de célula. El sobrenadante se retiro y las
células se resuspendieron en 1 ug de mAB marcado con Alexa 488 (Molecular Probes, Eugene, OR) en un volumen
final de 100 yl de PBS/1% de albumina de suero bovino (pH 7,4). mABs purificados especificos para FcRn se
marcaron previamente con Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR) usando el Alexa Fluor Protein Labeling
Kit (Molecular Probes, Eugene, OR) segun las instrucciones del fabricante. Las células se incubaron sobre hielo
durante 45 minutos y a continuacién se lavaron una vez con PBS/1% de albumina de suero bovino (pH 7,2). Se
realizé analisis por FACS usando un Beckman Coulter, Inc. FACS (Beckman Coulter, Inc., Miami FL). Los resultados
se presentan en las Figuras 6, 7 y 8. La Figura 6 muestra que los mABs 3B3.11, 31.1, 4.13, 4B.12 y 15B6.1
reconocian todos hFcRn expresado sobre la superficie celular de células 293 C11. La Figura 7 muestra que los
mABs 4.13 y 4B4.12 también reconocian FcRn de rata expresado sobre la superficie de células que expresan FcRn
de rata mientras que los mABS 3B3.11 y 31.1 no reaccionaban cruzadamente con FcRn de rata. La Figura 8
muestra que los mABs 3B3.11, 4B4.12 y 4.13 reconocian FcRn murino expresado sobre la superficie celular de
células 3T3 de raton, mientras que 15B6.1 y 31.1 no reaccionaban cruzadamente.

Ejemplo 9: Subclonacion de diversas lineas celulares de hibridoma

Se seleccionaron con respecto a la subclonacién hibridomas procedentes del ratéon 187. Los hibridomas 6A4, 6A1,
5A4, 7D2, 4B4, 3C5, 3B3, 10B4, 1C1 y 11A5 se seleccionaron con respecto a la subclonacion. La subclonacion se
realizd6 mediante dilucién limitativa. Los clones 3B5 secretan anticuerpo anti-hB2M. Entre 20 y 30 subclones se
hicieron crecer y los sobrenadantes procedentes de los cultivos se probaron mediante ELISA segun se describe en
el Ejemplo 3. Los cultivos procedentes de 2-10 clones positivos se expandieron en matraces T150 (4 matraces por
clon). Un total de 350-400 ml de sobrenadante se recogi6 de la purificacion de mAB. El rendimiento de mAB de cada
clon variaba de 3-20 mg. Los mABs purificados se probaron con respecto al bloqueo de FcRn usando el ensayo de
competicion 293 C11 segun se describe en el Ejemplo 7. Los mABs se titularon 2 veces desde 1000 nM hasta 16 nM
para el ensayo de competicion. Un resumen de los resultados obtenidos para los subclones de 187 y los subclones
182 se presenta en la Tabla 3.

Tabla 3. Caracterizacion de mABs procedentes de la fusién n°® 182 y la fusién n°® 187

Clones ELISA (shFcRn) | Prueba de bloqueo (sup) % de inhibicién | Isotipaje de IgG | Bloque (purificado)
% de Inhibicion

fusiones n°® 182

413 + >50 IgG1 90
15B6.1 ++ >50 lgG2a
14C5.3 + >40 lgG2a

311 + >40 IgG1 93
3C6.2 + >35 lgG2a 74
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‘ Clones ‘ ELISA (shFcRn) | Prueba de bloqueo (sup) % de inhibicién | Isotipaje de IgG | Bloque (purificado)
% de Inhibiciéon

| fusion n° 187 | | | |

. 3B3A1 | + | >60 . Ige1 | 92
| 3B316 | + | >60 . g1 | 73
| 3B321 | ot | >60 | IgG1 | 84
| 3B335 | + | >60 et | 86
i 6A4.1 i + i >40 i IgG1 i 42
| 6Ad4 | + | >40 | IgG1 | 52
| 6A416 | + | >40 . IgG1 | 65
VST + | >40 | IgG1 | 42
i 6A1.12 i + i 21 i IgG1 IgG2a i 35
| BA113 | + | 25 | IgG2a | 39
| 6A129 | * | 33 | IgG2a | 81
I I I I I

| 3B5.2 (a p2m) | et | 71 | IgG2a | 90
| 3B5.4(ap2m) | et | 79 | IgG2a | 52
| 3B5.5(a p2m) | ++ | 63 | IgG2a |

| 3B5.9(a p2m) | et | 71 | IgG2a | 80
. 7D213 | + | 49 | IgG11gG2a | 11
. 7D221 | ++ | 43 | |

. D222 | + | 49 | IgG11gG2a | 43
. D227 | + | 46 | IgG1 | 52
I I I I I

| 5A49 | + | 57 | |

. 5A410 | + | 49 | IgG1 | 63
| 5M425 | + | 54 | IgG1 | 31
. 5A427 | + | 51 | | 39
i 5A4.38 i + i 43 i i 15
| 5A439 | + | 49 | | 20
| 5A440 | * | 53 | | 30
| 5A441 | + | 66 | | 35
| 5A442 | + | 72 | |

i 4B4 .1 i ++ i 70 i 1gG2a i

| 4B42 | ++ | 66 | IgG2a | 69
| 4B4a2 | ++ | 70 | lgG2a | 71
| 4B413 | ++ | 66 | IgG2a | 60
i 3C5.10 i + i 30 i i

. 3c511 | ¥ | 40 | |

| 3c5.14 | * | 40 | |

| 3c5.16 | * | 33 | |

[ [ [ [ [
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Clones ELISA (shFcRn) | Prueba de bloqueo (sup) % de inhibicién | Isotipaje de IgG | Bloque (purificado)
% de Inhibicion

10B4.5 +++ 23 54
10B4.9 ++ 23 31

1C1.7 +++ 32 IgG1 23
1C1.22 +++ 27 IgG1 61
1C1.23 +++ 32 IgG1 27
1C1.25 ++ 32 IgG1 38
11A5.5 +++ 49 IgG1 13
11A5.9 + 43
11A5.11 + 45
11A5.12 + 51 IgG1/IgG2a 76

Ejemplo 10: Tincién intracelular de FcRn

Se estudiaron células THP-1 (una linea celular monocitica humana) y células Caco-2 (una linea celular epitelial
intestinal humana) con respecto a la tincion intracelular de FcRn usando anticuerpos monoclonales (mABs)
purificados especificos para FcRn. Partes alicuotas de 300.000 células/tubo de células THP-1 o Caco-2 se
nodulizaron y se resuspendieron en 250 ul de BD Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA).
Las células se lavaron dos veces con 1 ml de BD Perm/solucion de lavado (BD Biosciences Pharmingen, San Diego,
CA) y se resuspendieron en la misma soluciéon. Se afadieron a las células mABs marcados con Alexa fluor 488
(Molecular Probes, Eugene, OR) (1og/tubo) y las células se incubaron durante 45 minutos sobre hielo. Las células
se lavaron dos veces con BD Perm/solucion de lavado (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) y se
resuspendieron en PBS/1% de albumina de suero bovino. Las células se analizaron mediante FACS (Beckman
Coulter, Inc., Miami FL). Los resultados se presentan en las Figuras 9 y 10 e indicaban que los mABs 3B3.11, 31.1,
4B4.12 y 15B6.1 se unian todos eficazmente a FcRn intracelular en células THP-1 (Figura 9), mientras que el 4.13
mAB no lo hacia. Se obtuvieron resultados similares para las células Caco-2 (Figura 10).

Ejemplo 11: Tincién intracelular y superficial de células esplénicas de ratén con MABs anti-FcRn

Se usaron férceps para separar las células del bazo de ratdon. Las células se nodulizaron y se resuspendieron en
tampon de lisis ACK (8,29 g de NH4ClI, 1 g de KHCO3, 37,2 mg de Na;EDTA, H>O hasta un volumen final de 1 litro,
pH 7,2-7,4) y se incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. Las células se lavaron tres veces con
DMEM/5% de FBS (Invitrogen, Carlsbad, CA). 1x10° células se transfirieron a un tubo de microcentrifuga y se
nodulizaron en una microcentrifuga de sobremesa. Para la tincion intracelular, se realizd una etapa de fijacion y
permeabilizacién segun se describe en el Ejemplo 10. Las células se resuspendieron en tampoén de lavado (PBS/1%
de BSA) que contenia 20 pyg/ml de anticuerpo de control isotipico de raton y se incubaron sobre hielo 20 minutos.
Las células se nodulizaron y se afiadieron a las células mABs marcados con Alexa 488 (Molecular Probes, Eugene,
OR) (1 pg/tubo) en 100 ul de tampdn de lavado que contenia 1 pg/ml de anticuerpo de control isotipico. Las células
se incubaron sobre hielo durante 40 minutos y a continuaciéon se lavaron dos veces con tampoén de lavado. La
dispersion se limitd como poblacion enriquecida en macréfagos/monocitos usando el software EXPO.32. Al ajustar la
dispersion directa y la dispersidon por tamafio, se analizé una poblacion enriquecida en macréfagos/monocitos
(poblaciéon Unica con gran tamafio y alta granualidad). Las células se analizaron mediante FACS (Beckman
Coulter,Inc., Miami FL). Los resultados se presentan en la Figura 11 e indican que mAB 4B4.12 detectaba FcRn de
ratén sobre la superficie e intracelularmente tanto en células esplénicas como en macréfagos/monocitos obtenidos
de la poblacion celular esplénica.

Ejemplo 12: Efecto de mAB 4B4.12 anti-FcRn sobre la respuesta inmunitaria

Ratones Balb/c hembra, 6-8 semanas de edad, se inmunizaron con 50 pl de una emulsion de adyuvante completo
de Freund mezclado 1:1 con ovoalbumina. Los ratones se inmunizaron subcutaneamente una vez en cada lado del
costado el dia 0 y se reforzaron el dia 10 con 100 pg de ovoalbumina/raton. Los ratones se trataron al inyectar
intraperitonealmente bien el mAB 4B4.12 especifico para FcRn o bien el anticuerpo de control isotipico (1813;
ATCC1813) (1 mg/ml en PBS/raton) o PBS. Los tratamientos se administraron el dia -1, el dia 0, el dia 1 y cada dos
dias posteriormente. Los ratones se sangraron el dia 9 para muestras de suero y se sometieron a eutanasia el dia
16. Se realiz6 una extraccion de suero maxima después de la eutanasia. El protocolo se resume en la Tabla 4.
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Tabla 4: Protocolo de tratamiento

Grupo n° Tratamientos
Dia -1 Dia 0 Dia +1 |Cada dos dias | Dia +9 |Dia +10 | Dia +16
P SC
1 4B4.12 |14B4.12 | OVA+CFA 4B4.12 4B4.12 Sangria| OVA |Ensayos
2 1813 | 1813 |OVA+CFA | 1813 1813 Sangria| OVA |Ensayos
3 PBS PBS |OVA+CFA | PBS PBS Sangria| OVA |Ensayos

Se obtuvieron los bazos y los nddulos linfaticos drenantes y se pesaron en una balanza analitica. Los resultados
presentados en la Figura 12 indican que el peso tanto del bazo como del nédulo linfatico drenante (inguinal) se
reducia en los ratones tratados con el mAB 4B4.12 en comparacién con los 2 controles.

El titulo de anticuerpo para ovoalbumina se midié mediante ELISA. Ovoalbumina en una concentracion de 10 ug/ml
se revistié sobre placas de ELISA y se bloque6 con PBS/1% de BSA. El suero titulado (partiendo de 1 a 50 y a
continuacion 2 veces de dilucion de 2 ug/ml en PBS/1% de BSA) e IgG1 de raton estandar (mAB de raton anti-OVA)
se afiadio a las placas y se incubdé a 37°C durante 2 horas. Se afiadi® HRP caprina anti-IgG de raton (Pierce,
Rockford, IL) y las placas se incubaron durante 30 minutos. Se afiadié solucion de TMB (KPL, Gaithersburg, MD) y
el color se desarrollé. La densidad optica se midié a 450 nM usando un lector de microplacas (Bio-rad, Hercules,
CA). Los resultados se presentan en la Figura 13 y demuestran que el mAB 4b4.12 reducia significativamente la
concentracién sérica de antiovoalbumina.

Ejemplo 13: Efecto de 4B4.12 sobre el catabolismo de Synagis en ratones CD1

Ratones CD1 (n=4) (Charles River Laboratories) fueron inyectados intraperitonealmente con 1 mg/kg de Synagis. 72
horas mas tarde, se inyectaron intraperitonealmente 4B4.12, MigG1 o PBS (20 mg/kg). Después de 4, 6 y 10 dias,
se obtuvo suero del ratdon y la concentracion de Synagis se determind mediante ELISA. Anticuerpo anti-(FAB')2 de
IgG humana en la concentracion de 10 og/ml en tampdn de revestimiento de ELISA (Sigma) se revistio sobre placas
de ELISA a 37°C durante 1 hora. Después de dos lavados con PBST, las placas se bloquearon con PBS/2% de BSA
durante 1 hora a 37°C. Después de dos lavados, las muestras de suero se diluyeron dos veces partiendo de una
dilucion de 1 a 50 y se afadieron por duplicado (100 pl/pocillo). Las placas se incubaron durante 2 horas a 37°C.
Después de tres lavados con PBST, se afadi6 a las placas conjugado de anticuerpo caprino anti-Fc de IgG humana
y HRP y se incubd a temperatura ambiente durante 40 minutos. Después de 4 lavados con PBST, se afiadieron a las
placas sustratos de TMB (KPL) y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. La reaccion cromatica se
detuvo con solucién de detencion (KPL) y las placas se leyeron en un lector de microplacas (Molecular Devices).

Los resultados el dia 4 se presentan en la Figura 14 y demuestran que el mAB 4B4.12 incrementa el catabolismo de
Synagis en comparacion con el anticuerpo de control MigG2a o PBS. La concentracion de Synagis a lo largo de 10
dias en los tres grupos de tratamiento se representa en la Figura 15 y demuestra que el mAb 4B4.12 incrementaba
el catabolismo de Synagis consecuentemente del dia 4 al dia 10 cuando se comparaba con MigG2a o PBS.

Ejemplo 14: Efecto terapéutico de mAb 4B4.12 en un modelo en rata para enfermedad autoinmunitaria

La enfermedad autoinmunitaria experimental, miastenia grave (EAMG), puede ser inducida en la rata por
transferencia pasiva de mAB35 anti-AchR (Socrates y cols. Journal of Neuroimmunology. 15:185-194 (1987)). El
anticuerpo monoclonal 4B4.12 que reacciona cruzadamente con FcRn de rata se evalué con respecto a su
capacidad para afectar al estado de la enfermedad en el modelo de EAMG en ratas.

Se usaron ratas Lewis hembra de 4-5 semanas de edad (75-100 g). Las ratas se marcaron claramente en la oreja.
Se administraron intraperitonealmente anticuerpos monoclonales 24 horas antes de la inducciéon de la enfermedad,
el dia de la induccion de la enfermedad y 24 horas después de la induccién de la enfermedad. El dia de la induccion
de la enfermedad, se administraron mAbs de bloqueo de FcRn o de control primero intraperitonealmente seguido por
la inyeccion intraperitoneal de mAB35 dos horas mas tarde. El volumen de inyeccién era 1 ml. Se usaron tres grupos
(6 ratas/grupo) de ratas para el experimento: el grupo 1 se traté con mAB 4B4.12, el grupo 2 se traté con 1813 (mAB
de control), el grupo 3 se traté con PBS. 48 horas después de la induccion de la enfermedad, se obtuvieron 100 pl
de suero de cada rata para la medida de mAB35 y mABs de raton. El protocolo se resume en la Tabla 5.

Tabla 5: Protocolo de tratamiento
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Grupo Tratamientos Muestras
o
: Dia -1 Dia 0 Dia +1 Dia +2
1 4B4.12 40 mg/kg 4B4.12 IP seguido (2 h mas tarde) por 4B4.12 40 mg/kg Sangria para
IP mAB35 IP IP suero

lote 2 - 4,98 mg/mi

2 1813 40 mg/kg IP | 1813 IP seguido (2 h mas tarde) por mAB35 | 1813 40 mg/kg IP Sangria para

lote 2 - 4,67 mg/ml P suero
5 PBS PBS seguido (2 h mas tarde) por mAB35 IP PBS Sangria para
suero

Las ratas se observaron con respecto a los signos de enfermedad dos veces al dia 12 horas después de la
induccion de la enfermedad. Se usé el siguiente sistema de puntuacion: Grado 0, sin sintomas; (1) presion débil,
fatigabilidad y algunas sibilancias; (2), debilidad general, postura encorvada en reposo, disminucién del peso
corporal, temblores; (3), debilidad grave, moribundo; y (4), muerte. El protocolo se resume en la Tabla 5. Los
resultados se presentan en la Tabla 6 y la Figura 16 y demuestran que el mAB 4B4.12 disminuia la gravedad de la
enfermedad en el modelo de EAMG.

Tabla 6: Estado de enfermedad

Grupo Libre de enfermedad | Enfermedad
4B4.12 2 4
1813 (mlgG2a) 0 6
PBS 0 6

La pérdida o el aumento de peso se determind para las ratas en cada uno de los grupos experimentales. Los
resultados se presentan en la Tabla 7 y la Figura 17 y demuestran que las ratas tratadas con el mAB 4B4.12 perdian
menos peso que los grupos de control correspondientes.

Tabla 7: Cambio de peso

Grupo Peso ganado |Peso perdido
4B4.12 3 3
1813 (mlgG2a) 0 6
PBS 1 5

Ejemplo 15: Efecto de anticuerpos de la divulgacion sobre el catabolismo de IgG humana en ratones TG32B

Ratones TG32B adultos fueron inyectados intravenosamente con 5 mg/kg de biotina-hlgG y 495 mg/kg de IgG
humana (MP Biomedicals, Irvine, CA) en t = 0 horas (To). A continuacion, a las 24, 48, 72, 96 y 120 horas, los
ratones fueron inyectados intravenosamente con 50 mg/kg de un anticuerpo de la divulgacion. Se realizaron
inyecciones de control en cada momento usando PBS. Se extrajeron muestras de sangre antes de las inyecciones
en todos los momentos, asi como a las 168 horas. El suero se preparé y se almacené a -20°C hasta que se realizd
un ELISA que media Biotina-hlgG.

Placas revestidas con estreptavidina (Pierce) se rehidrataron con tres lavados (200 pl/pocillo) de PBST (PBS que
contiene 0,05% de Tween 20). Muestras de suero y patrones se diluyeron en PBS que contenia 2% de BSA (tampén
de dilucidn). Las diluciones de las muestras eran 1:10.000, 1:20.000, 1:30.000 y 1:40.000. El patrén se diluyé de 200
ng/ml a 1,56 ng/ml en diluciones dobles. Las placas se incubaron a 37°C durante 2 horas seguido por un lavado tres
veces con PBST. A continuacion, las placas se incubaron con 100 pl/pocillo de conjugado de anticuerpo caprino
anti-Fc humano-HRP (Pierce) diluido 1:25.000 en tampon de dilucién a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Después de tres lavados de PBST, se afadieron a las placas 100 pl de solucién de TMB (BioFx) y las placas se
incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente hasta que se desarrollaba el color apropiado (cuando los pocillos
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de patrén mas alto se volvian azul oscuro). A continuacion se afiadieron 100 pl/pocillo de H>SO4 0,25 M para
detener la reaccion cromatica y la OD se midi6 a 450 nM.

Los resultados mostraban que 3B3.11 reducia significativamente la concentracion sérica de Biotina-hlgG, indicando
el incremento de catabolismo de higG después del bloqueo de FcRn (Figuras 18 y 19).

Ejemplo 16: Resumen de mABs en la reactividad a través de especies

Se estudiaron MAB 4B4.12, 3B3.11, 31.1, 4.13 y 3B5.4 en ensayos de unién de FACS y ensayos de bloqueo de
FACS con respecto a la reactividad con FcRn a través de especies. Se produjeron células que expresan FcRn
humano (293C11) y células que expresan FcRn de mono. Las células que expresaban FcRn de rata y raton eran de
Neil Simister de Brandeis University. Para los experimentos de bloqueo, células que expresaban FcRn se incubaron
con higG1 marcada con Alexa-A488 (100 nM) y diversas concentraciones de mABs (4B4.12, 3B3.11, 31.1, 4.13 y
3B5.4 o controles isotipicos tales como IgG1, IgG2a) en tampdn de PBS de pH 6. 45 minutos mas tarde, las células
se analizaron mediante tincion fluorescente y se calcul6 la TMFI (véase el Ejemplo 6 para un método detallado). Si el
mAB inhibe la unién de higG1 a células que expresan FcRn respectivas por encima de 30%, este mAb se considera
un MmAB de bloqueo en esta especie. Para los experimentos de union, células que expresan FcRn se incubaron con
mABs (4B4.12, 3B3.11, 31.1, 4.13 y 3B5.4 o controles isotipicos tales como IgG1, IgG2a) marcados con Alexa-A488
en tampoén de PBS de pH 7,4 durante 60 minutos. Después de un lavado con tampén de PBS, las células se
examinaron en un citdmetro de flujo Coulter con respecto a la tincion fluorescente. Si la uniéon de un mAB particular a
las células esta significativamente por encima de la union del control isotipico (la TMFI es 50% superior), este mAb
se considera capaz de unirse a tal FcRn de la especie. La Tablas 8 y la Figura 20 muestran un resumen de los
resultados.

Tabla 8: Resumen de mAB con respecto a la reactividad cruzada

Unién Bloqueo

mAB Isotipo

Ser humano |Mono |Rata |Ratén |Ser humano ' Mono Rata Ratén
4B4.12 IgG2a Si Si Si Si Si Si Si Si
3B3.11 IgG1 Si Si No Si Si Si No No
31.1 IgG1 Si No | No No Si No | No No
4.13 IgG1 Si No Si Si Si No | No No

3B5.4 (anti-32m) | IgG2a Si Si Si Si Si Si Si No

Ejemplo 17: Transfectantes transitorios de FcRn de mono tefiidos con mABs anti-HFCRN

Células Cos1 se transfectaron con cadena pesada de FcRn de mono (en pCDNAG) y 32M (pED.dc) con reactivo de
transfeccion Gene Jammer (Strategene). 48 horas mas tarde, las células se recogieron y se lavaron una vez con
PBS que contenia 0,5% de BSA. Se incubaron 5x10° células con mABs durante 45 minutos sobre hielo. A
continuacion, las células se lavaron una vez con PBS que contenia 0,5% de BSA. A continuacién, las células se
incubaron con anticuerpo caprino anti-lgG de ratéon marcado con Alexa 488 (diluciéon 1:2.500) durante 45 minutos
sobre hielo. Después de un lavado, las células se analizaron con respecto a la tincién fluorescente en un citémetro
de flujo Coulter. Los resultados se expresan como TMFI.

Ejemplo 18: Transferencias Western con mABs anti-HFCRN

Se cargaron 3 pug de FcRn humano soluble (dominio extracelular de cadena pesada y 32M) a cada carril de un gel
de tris-glicina al 4-20% (Invitrogen) y se hizo pasar a 200 V durante 60 minutos. A continuacion, el gel se cargd a un
aparato de transferencia en gel (Xcell Il, Invitrogen) con una membrana PVDF (Amersham) y se hizo pasar a 55 V
durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacion, la membrana se bloqueo con leche al 5% en PBST (PBS mas
0,05% de Tween 20) durante 1 hora. Después de eso, la membrana se incubd con 10 pyg/ml de diversos mABs
durante la noche a 4°C. Después de lavar dos veces con PBST, la membrana se incubé con anticuerpo caprino anti-
IgG humana-HRP (Southern Biotech Associates) a 1:10.000 de dilucion durante 90 min. Después de otros dos
lavados, la membrana se desarrollé con un estuche ECL (Amersham). Los resultados muestran que los mAB
3B3.11, 3B3.16, 3B3.21, 3B3.35, 4.13, 15B6.1 y 31.1 reconocian la cadena pesada de FcRn humano mientras que
3B5.4 y 5A4.9 reconocian 2M (Figura 21).

Ejemplo 19: Analisis por Biacore de 3B3.11
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Un chip CM5 (Biacore) se revistio con aproximadamente 500 RU de FcRn humano soluble o FcRn de mono soluble
(diluido 100 veces en acetato a pH 4,5) usando acoplamiento con amina estandar. Se realizaron cinco diluciones
quintuples en serie de anticuerpo, partiendo de una concentracion inicial de 10 yg/ml. Cada dilucién se hizo pasar
sobre el chip por duplicado a 50 ol/min durante 1 minuto. Los datos se resolvieron para una interaccién de union 1:1.
Se examinaron ambas uniones a pH 6 y pH 7,4 (Figura 22 y Tabla 9).

Tabla 9. Andlisis por Biacore de mAb 3B3.11 anti-hFcRn

FcRn humano

mAb pH 6,0 pH 7,4
KD (nM) | Velocidad de disociacién (s) x 10™ | KD (nM) |Velocidad de disociacion (s”') x 10™
3B3.11  |1,17+0,39 1,76 £ 0,79 0,16 (n=2) 0,0145 (n=2)
3B3_11 (cyno) (3,23 £ 0,14 5,52 £54 3,24 £ 0,30 2,47 +2,3

Ejemplo 20: Cartografia de epitopos de mABs anti-HFCRN

FcRn humano soluble y anticuerpos monoclonales de raton se preparan normalmente en las propias instalaciones.
Todos los reactivos, tampones y productos quimicos se adquirieron de Biacore AB (Uppsala, Suecia) a menos que
se apunte otra cosa.

Instrumentacion y preparacion de superficies: El andlisis de las interacciones macromoleculares usando resonancia
plasmoénica superficial se ha descrito con detalle (1). Se usé un instrumento BIACORE 3000 (Biacore AB) y todas las
interacciones de unién se realizaron a 25°C. Se usé para el analisis un chip sensor de dextrano modificado con
carboximetilo (CM5) (Biacore AB). Anticuerpos monoclonales anti-FcRn se diluyeron hasta 1-10 yg/ml en acetato
sédico 10 mM (pH 5,0) y se inmovilizaron en una celda de flujo del chip sensor, usando acoplamiento de amina
segun se describe en (1). El nivel de inmovilizacion final era aproximadamente 10000 unidades de resonancia (RU).
Se creo una superficie de anticuerpos de control usando una celda de flujo separada usando el mismo
procedimiento en presencia de un anticuerpo no especifico para FcRn (mAB 1745) y servia como una referencia
para los estudios de union.

Disefio del ensayo: La secuencia de aminoacidos de FcRn humano soluble (shFcRn) se sintetizd6 como una serie a
continua de 27 péptidos, extendiéndose cada péptido una longitud de 20 residuos. Estos péptidos tenian una
secuencia solapada de 10 aminoacido. Los péptidos se disolvieron en DMSO al 100% hasta una concentracion final
de 1-5 mg/ml. Para el analisis, las soluciones de péptido se diluyeron 100 veces en tampdn de HBS-N (10 mM de
HEPES, pH 7,4; 150 mM de NaCl) y se inyectaron sobre las superficies de anticuerpo especifico para FcRn y de
referencia durante 3 minutos a una velocidad de 20 ul/min. Después de una fase de disociacion de 35 s, a superficie
se regenero mediante un impulso de 30 s de glicina 10 mM (pH 2,0) y un impulso de 15 s de SDS al 1% a un caudal
de 60 ul/min. Como un control positivo, se inyectd shFcRn sobre celdas de flujo especificas y de control antes del
primer péptido probado y después del ultimo péptido probado para asegurar la estabilidad del chip. También se hizo
pasar un control de tampon (DMSO al 1% en HBS-N) sobre ambas celdas de flujo como un control negativo.

Evaluacion de datos: Los sensogramas (RU frente al tiempo) generados para la celda de flujo revestida con control
(mAB no especifico) se sustrajeron automaticamente de los sensogramas revestidos con FcRn. La respuesta en el
equilibrio (Req) se midi6 30 s antes del final de la fase de inyeccién (1). Una respuesta positiva indica la union
especifica del péptido al anticuerpo especifico (Frostell-Karlsson, y cols. J. Med. Chem., 43: 1986-1992 (2000)).

Resumen de epitopos de mAb
Syn 558: Ac-SCPHRLREHLERGRGNLEWK-CONH2 ----- mAB 4B4.12, 4.13 (SEQ ID NO: 24)
Syn 559: Ac-ERGRGNLEWKEPPSMRLKAR-CONH2------ mAB 4B4.12, 4.13 (SEQ ID NO: 25)
Syn 562: Ac-CSAFSFYPPELQLRFLRNGL-CONH2--------- mAB 3B3.11, 4.13 (SEQ ID NO: 26)
Syn 544: Ac-APGTPAFWVSGWLGPQQYLS-CONH2------ mAB 31.1 (SEQ ID NO: 27)

Ejemplo 21: Seleccion y cribado primario de FABS

A. Protocolos de seleccion
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Se identificaron Fabs solubles (sFabs) de una biblioteca de exposicion en fagos que expone fragmentos Fab. Se
llevaron a cabo cuatro selecciones diferentes usando proteinas de FcRn humano soluble (shFcRn) o rata y células
293 C11 que expresan la proteina de FcRn humano. También se llevaron a cabo selecciones adicionales usando
una combinacién de células y dianas proteinicas usando la misma estrategia de elucibn que se esboza
posteriormente:

1) Selecciones frente a shFcRn biotinilado: Se llevaron a cabo tres rondas de seleccion frente a shFcRn
biotinilado con agotamiento sobre cuentas de estreptavidina. Se dejo que el fagémido se unieran a una diana en
tampon de unién acido (pH 6) y a continuacién se eluyeron con IgG humana comercial no especifica
(Calbiochem, 401114 http://www.emdbiosciences.com/product/401114) y mAb de ratén anti-FcRn humano
monoclonal (3B3) en un tampdn acido. Después de la elucién competitiva, todo el fago unido restante se
eluyeron mediante infeccion directa en cuentas de las células. La produccién de fagos eluidos se us6 como
entrada para la siguiente ronda de seleccion.

2) Selecciones frente a shFcRn no biotinilado: Se llevaron a cabo tres rondas de seleccion frente a hFcRn no
biotinilados que se inmovilizaron pasivamente sobre una placa de ELISA de 96 pocillos con agotamiento sobre
pocillos revestidos con BSA. Se dejé que el fagémido se unieran a una diana en tampdn de unién acido (pH 6) y
a continuacion se eluyeron con IgG humana comercial no especifica y mAb anti-FcRn humano monoclonal
(3B3) en el mismo tampodn acido. Después de la elucion competitiva, todo el fago unido restante se eluyeron al
usar tampoén de pH 7,4 asi como mediante infeccion directa de las células. La produccion de fagos eluidos se
us6 como entrada para la siguiente ronda de seleccion.

3) Selecciones frente a shFcRn no biotinilado inmovilizado en anticuerpo anti-FcRn humano (17D3): Se llevaron
a cabo tres rondas de seleccion frente a hFcRn capturado usando 17D3 biotinilado sobre cuentas de
estreptavidina. También se incluyé una etapa de agotamiento usando 17D3 biotinilado sobre cuentas de
estreptavidina en ausencia de FcRn. Se dejé que el fagémido se unieran a una diana en tampén de unién acido
(pH 6) y a continuacion se eluyeron con IgG humana comercial no especifica y mAb anti-FcRn humano
monoclonal (3B3) en el mismo tampon acido. Después de la elucion competitiva, todo el fago unido restante se
eluyeron mediante infeccion directa en cuentas de las células. La producciéon de fagos eluidos se us6 como
entrada para la siguiente ronda de seleccion.

4) Selecciones frente a células que expresan hFcRn: Se llevaron a cabo tres rondas de seleccion frente a
células transfectadas con hFcRn con agotamiento sobre células parentales no transfectadas. Se dej6 que el
fagémido se unieran a las células en tampdn de unién acido (pH 6) y a continuacion se eluyeron con IgG
humana no especifica y mAb anti-FcRn en el mismo tampdn acido. Después de la elucién competitiva, todo el
fago unido restante se eluyeron mediante lisis celular con cuentas magnéticas de estreptavidina e infeccion
posterior de las bacterias. La produccion de fagos eluidos se usa como entrada para la siguiente ronda de
seleccion. Seleccion tanto frente a proteina de FcRn humano soluble (shFcRn) como a células que expresan
hFcRn:

Los resultados procedentes de (1) y (2) y (4) anteriores se usaron en selecciones alternas de
proteina:célula:proteina y célula:proteina:célula (Ronda 1:Ronda 2:Ronda 3:Ronda 4) usando la misma estrategia de
elucion que anteriormente. Cribado por ELISA con respecto a inhibidores Fab de FcRn.

Para identificar ligantes de hFcRn, se llevd a cabo un cribado primario de los resultados de la ronda 2 y/o 3 de cada
rama de seleccion descrita anteriormente frente a shFcRn biotinilado en ELISA en fagos. Se reorganizaron
aproximadamente 768 Fabs positivos en ELISA primario sobre fagémido, el ADN se secuencid, y se cribé de forma
secundaria adicionalmente con respecto a la unién dependiente del pH (pH 6 frente a pH 7.5), la especificidad de
especie (rata frente a ser humano), unién de inmunoglobulina beta 2 y competicion con IgG.

Ciento sesenta y un fagémidos Unicos que pasaban el cribado de ELISA secundario tenian cadenas pesadas
distintas. Los 161 fagémidos Unicos se subclonaron y se expresaron como sFabs y se cribaron en un ensayo de
bloqueo de FACS.

El bloqueo de la unién de IgG-Fc a células 293 C11 que expresan FcRn humano realizado a 4°C en un ambiente
acido daba como resultado el descubrimiento de once sFabs con propiedades anti-FcRn antagonistas. Los once
bloqueadores de sFab Fc-FcRn se reformaron hasta IgG1 y se reformaron como alotipos AZ y ademas se
caracterizaron in vitro con respecto a la afinidad con FcRn humano soluble y de rata (determinaciéon de Kp mediante
el método de SPR), el bloqueo de Fc-FcRn usando analisis de FACS (ICsp), la unién a microglobulina beta 2
(mediante SPR), la unién y el bloqueo dependientes del pH a pH 6 y pH 7,5 a proteinas solubles y células (FcRn
humano y FcRn de rata en FACS y mediante SPR).

Ejemplo 22: Fabs anti-FcRn
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Las secuencias de CDR de Fabs ant-FcRn ejemplares identificados en las selecciones en la biblioteca de exposicion

en fagos se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Resumen de secuencias de CDR de aminoacidos de Fab fagémidos anti-FcRn

Fab

532AM0090-
F09

532AM0090-
F11

532A-
M0062-C09

532A-
M0064-H04

532A-
MO0057-F02

532A-
M0084-B11

532A-
M0084-B03

532A-
MO0073-E10

532A-
MO0056-G05

532A-
MO0055-G12

532A-
M0092-D02

LV-CDR1

SGSSSNIGSNTVS
(SEQ ID NO: 28)

TGTGSDVGSYNLVS

(SEQ ID NO: 34)

RSSQSLLHSNGYNY
LD (SEQ ID NO: 40)

RSSQSLLHGNGHTY
LD (SEQ ID NO: 46)

RSSLSLLHSNGYIYL
D (SEQ ID NO: 52)

SGDKLGDKYVS
(SEQ ID NO: 58)

RASQPVGSYLA
(SEQ ID NO: 64)

RASQSVSSYLA
(SEQ ID NO: 70)

RASQSISNHLV (SEQ

ID NO: 76)

RASQSVGSYLN
(SEQ ID NO: 82)

RASQSVSSSYLA
(SEQ ID NO: 88)

LV-CDR2

SDNQRPS
(SEQ D
NO: 29)

GDSQRPS
(SEQ D
NO: 35)

LVSNRAS
(SEQ D
NO: 41)

LVSNRAS
(SEQ D
NO: 47)

LGSHRAS
(SEQ D
NO: 53)

QDNRRPS
(SEQ D
NO: 59)

GASNRAT
(SEQ D
NO: 65)

DASNRAT
(SEQ D
NO: 71)

DASNRAT
(SEQ D
NO: 77)

AAYILQS
(SEQ D
NO: 83)

GASSRAT
(SEQ D
NO: 89)

LV-CDR3

AAWDDSLKGWV
(SEQ ID NO: 30)

CSYAGSGIYV
(SEQ ID NO: 36)

MQAQQTPIT
(SEQ ID NO: 42)

MQGLQTPRT
(SEQ ID NO: 48)

MQPLQTPYT
(SEQ ID NO: 54)

QAWLSNTASVA
(SEQ ID NO:60)

QHYGHSPPYT
(SEQ ID NO: 66)

QQRSNWPLT
(SEQ ID NO: 72)

QQRSNWPPT
(SEQ ID NO: 78)

QQSYSNRIT
(SEQ ID NO: 84)

QQYGSSPRT
(SEQ ID NO: 90)

58

HV-
CDR1

DYTMS
(SEQ ID
NO: 31)

EYAMG
(SEQ ID
NO: 37)

IYSMT
(SEQ ID
NO: 43)

FYSMT
(SEQ ID
NO: 49)

YYHMN
(SEQ ID
NO: 55)

FYGMH
(SEQ ID
NO: 61)

SYAMY
(SEQ ID
NO: 67)

NYNMS
(SEQ ID
NO: 73)

YYGMT
(SEQ ID
NO: 79)

AYNMI
(SEQ ID
NO: 85)

HYGMS
(SEQ ID
NO: 91)

HV-CDR2

SIWSSGGATVYADSV
KG (SEQID NO: 32)

SIGSSGGQTKYADSV
KG (SEQ ID NO: 38)

SIVPSGGETSYADSV
KG (SEQID NO: 44)

GIRSSGGSTRYADSV
KG (SEQ ID NO: 50)

VISPSGGVTMYADSV
KG (SEQ ID NO: 56)

GIYSSGGITGYADSV
KG (SEQ ID NO: 62)

RIVPSGGGTMYADSV
QG (SEQ ID NO: 68)

YISPSGGSTWYADSV
KG (SEQ ID NO: 74)

SISPSGGHTSYADSVK
G (SEQID NO: 80)

SIGPSGGKTVYADSV
KG (SEQ ID NO: 86)

YIRPSGGKTIYADSV
KG (SEQ ID NO: 92)

HV-CDR3

DIRGSRNWFD
P (SEQ ID NO:
33)

LSTGELY
(SEQ ID NO:
39)

GHSGVGMDV
(SEQ ID NO:
45)

GWGLDAFDV
(SEQ ID NO:
51)

GKAFDI (SEQ
ID NO: 57)

GLRTFDY
(SEQ ID NO:
63)

GMDV  (SEQ
ID NO: 69)

YHYGMDV
(SEQ ID NO:
75)

GPEYFFGVY
(SEQID NO:
81)

VRSGFWSGHD
Y (SEQ ID NO:
87)

DSWGSFPNDA
FDI(SEQ ID
NO: 93)
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Las secuencias de ADN de estas regiones variables de cadena ligera (LV) de Fab se muestran posteriormente:

>M0062-C09 LV kappa

CAAGACATCCAGATGACCCAGTCTCCAGACTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGC
CGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCATAGTAATGGATACAA
CTATTTGGATTGGTACCTGCAGAGGCCAGGGCAGTCTCCGCAGCTCCTGATCTAT
TTGGTTTCTAATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCAG
GCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAAGATGCTGGATTTT
ATTACTGCATGCAAGCTCAACAAACTCCGATCACCTTCGGCCAAGGGACACGACT
GGAGATTAAA (SEQ ID NO: 94)

>M0057-F02 LV kappa

CAAGACATCCAGATGACCTAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGC
CGGCCTCCATGTCCTGCAGGTCTAGTCTGAGCCTCCTGCATAGTAATGGATACAT
CTATTTGGATTGGTACCTGCAGAGGCCAGGACAGTCTCCACAGCTCCTGATGTAT
TTGGGTTCTCATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCAG
GCACAGATTTTACACTGAACATCAGCAGAGTGGAGGCGGAGGATGTTGGGGTTT
ATTACTGCATGCAACCTCTACAAACTCCGTACACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCT
GGAGATCAAA (SEQ ID NO: 95) '

>M0055-G12 LV kappa

CAAGACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACA
GAGTCACCATCACTTGCCGGGCAAGTCAGAGCGTTGGCAGTTATTTAAATTGGTA
TCAGCAGAAACCAGGCGAAGCCCCTAAGGCCCTGATCTATGCTGCATACATTTTG
CAAAGTGGGGTCCCATCGAGGTTCAGTGGCAGCGGCTCTGGGACAGATTTCACTC
TCACCATCAACAGTCTACAACCTGAAGATTTTGCAACTTATTACTGTCAACAGAG
TTACAGTAATAGAATCACTTTCGGCCCTGGGACCAGAGTGGATGTCAAA (SEQID
NO: 96)

>M0064-H04 LV kappa

CAAGACATCCAGATGACCCAGTCTCCACTCTCCCTGCCCGTCACCCCTGGAGAGC
CGGCCTCCATCTCCTGCAGGTCTAGTCAGAGCCTCCTGCACGGAAATGGACACAC
CTATTTGGATTGGTATCTGCAGAAGCCAGGGCAGTCTCCACAGCTCCTGATCTAT

TTGGTTTCTAATCGGGCCTCCGGGGTCCCTGACAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAG
GCACAGATTTTACACTGAAAATCAGCAGAGTGGAGGCTGAAGATGTTGGGGTTT

ATTACTGCATGCAAGGTCTACAAACTCCGAGGACGTTCGGCCAGGGGACCAAGG
TGGAAATCAAA (SEQ ID NO: 97)

>M0056-G05 LV kappa
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CAAGACATCCAGATGACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAA
GAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTATTAGCAACCACTTAGTCTGGTT
CCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGG
GCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTC
TCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGCG
TAGCAACTGGCCTCCCACCTTCGGCCAAGGGACACGACTGGAGATTAAA (SEQID
NO: 98)

>M0084-B03 LV kappa

CAAGACATCCAGATGACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAA
CAGCCACCCTCTCCTGCCGGGCCAGTCAGCCTGTTGGCAGCTACTTAGCCTGGTA
CCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAATAGG
GCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTC
TCGCCATCAGCAGCCTGGAGCCTGAAGATTTTGGAGTGTATTACTGTCAGCACTA
TGGTCACTCACCTCCGTACACTTTTGGCCAGGGGACCAAGCTGGAGATCAAA
(SEQ ID NO: 99)

>M0092-D02 LV kappa

CAAGACATCCAGATGACCCAGTCTCCAGGCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAA
GAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCAGCTACTTAGCCTG
GTACCAGCAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGGTGCATCCAGC

AGGGCCACTGGCATCCCAGACAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTC
ACTCTCACCATCAGCAGACTGGAGCCTGAAGATTTTGCAGTGTATTACTGTCAGC
AGTATGGTAGCTCACCTCGGACGTTCGGCCAAGGGACCAAGGTGGAAATCAAA
(SEQ ID NO: 100)

>MO0090-F09 LV lambda

CAGAGCGCTTTGACTCAGCCACCCTCAGCGTCTGAGACCCCCGGGCAGAGAGTC
ACCATCTCTTGTTCTGGAAGCAGCTCCAACATCGGAAGTAATACTGTAAGCTGGT
ACCAGCAGCTCCCAGGAACGGCCCCCAAACTCCTCATCTATAGTGATAATCAGCG
GCCCTCAGGGGTCCCTGACCGATTCGCTGGCTCCAAGTCTGGCACCTCTGCCTCC
CTGGCCATCAGTGGGCTCCAGTCTGAGGATGAGGCTGAATATCACTGTGCAGCAT
GGGATGACAGCCTGAAGGGTTGGGTGTTCGGCGGAGGGACAAAGCTGACCGTCC
TA (SEQ ID NO: 101)
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>MO0084-B11 LV lambda

CAGAGCGCTTTGACTCAGACACCCTCAGTGTCCGTGTCCCCCGGACAGACAGCCA
CCATCACCTGCTCTGGAGATAAATTGGGGGATAAGTATGTTTCTTGGTTTCAACA
GAAGCCAGGCCAGTCCCCTATCCTACTCCTTTATCAAGACAACAGGCGGCCCTCT
GGGATCCCTGAACGATTCTCTGGCTCCAATTCTGGGAACACAGCCTCTCTGACCA
TCAGCGGGACCCAGGCTATGGATGAGGCTGACTACCACTGTCAGGCGTGGCTCA
GCAATACTGCTTCCGTGGCATTCGGCGGAGGGACCAGGCTGACCGTCCTC (SEQ
ID NO: 102)

>MO0073-E10 LV kappa

CAAGACATCCAGATGACCCAGTCTCCAGCCACCCTGTCTTTGTCTCCAGGGGAAA
GAGCCACCCTCTCCTGCAGGGCCAGTCAGAGTGTTAGCAGCTACTTAGCCTGGTA
CCAACAGAAACCTGGCCAGGCTCCCAGGCTCCTCATCTATGATGCATCCAACAGG
GCCACTGGCATCCCAGCCAGGTTCAGTGGCAGTGGGTCTGGGACAGACTTCACTC
TCACCATCAGCAGCCTAGAGCCTGAAGATTTTGCAGTTTATTACTGTCAGCAGCG
TAGCAACTGGCCCCTCACTTTCGGCGGAGGGACCAAGGTGGAGATCAAA (SEQID
NO: 103) '

>MO0090-F11 LV lambda

CAGAGCGTCTTGACTCAGCCTGCCTCCGTGTCGGGGTCTCCTGGACAGTCGATCA
CCATCTCCTGCACTGGGACCGGGAGTGATGTTGGAAGTTATAACCTTGTCTCCTG
GTACCAAAAGTACCCCGGCAAAGCCCCCAAACTCATCATTTATGGGGACAGTCA
GCGGCCCTCGGGACTTTCTAGTCGCTTCTCTGGCTCCAAGTCTGGCAACTCGGCC
TCCCTGACAATCTCTGGGCTCCAGGCTGAGGACGAGGCTGATTATTACTGTTGCT
CATATGCAGGTAGTGGCATTTACGTCTTTGGCAGTGGGACCAAGGTCACCGTCCT
A (SEQ ID NO: 104)

Ejemplo 23: Union de sFabs y anticuerpos a FcRn

Para caracterizar adicionalmente los Fabs y su IgG1 respectiva, se realiz6 analisis por SPR 8500 / BIACORE™
sobre once clones de anticuerpo anti FCcRn ejemplares que eran positivos con respecto a la unién a FcRn para
determinar la Kp. Datos de SPR 8500 / BIACORE™ ejemplares se proporcionan en las Tablas 2 y 3. Se probaron
sFabs y anticuerpos (IgG) con respecto a su capacidad para unirse a FcRn humano (hFcRn) o FcRn de rata (FcRn
rata) y pH 6 y 7,5. La unién se midié6 mediante SPR 8500 y mediante BIACORE™ y se expresa mediante los valores
de Kp (nM). Se observé que la union de 8 clones eran independientes del pH y 3 dependientes del pH.

Tablas 11A a E: Resumen de datos de unién a SPR 8500 in vitro (Kp (nM)) de sFABs que se unen a FcRn; Analisis
de velocidad de asociacion y disociacion

A. Datos de union

Datos de IgG anti-FcRn antagonista SRP8500 SRP8500 SRP8500 SRP8500
Fabs solubles FAB sol FAB sol FAB sol FAB sol
hFcRn sol hFcRn sol FcRn de rata sol | FcRn de rata sol
Clon n° KonMapH6 | KnnMapH?7,5 Ko nMapH 6 KonMapH75
532A-M0090-F11 9,2 19,1 31,2 9,9
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532A-M0064-H04 28 25,9 sin unién sin unién
532A-M0090-F09 (dependiente del pH) 5,7 sin unién sin unién sin unién
532A-M0084-B03 (dependiente del pH) Sin ajuste sin unioén sin unioén sin unioén
532A-M0062-C09 (dependiente del pH) 25 sin unioén sin unioén sin unioén
532A-M0055-G12 12 39,7 sin unién sin unién
532A-M0056-G05 13,6 18,1 sin unioén sin unioén
532A-M0084-B11 17,4 19,6 sin unién sin unién
532A-M0092-D02 3,9 18,7 sin unién sin unién
532A-M0073-E10 82 9,7 sin unién sin unién
532A-M0057-F02 29 1,3 sin unién sin unién
B. hFcRn pH 6
[kon koff KD
17D3 2.77E+05] 4.30E-04} 1.5E-09
3B3 3.82E+06] 1.31E-03] 3.4E-10
Fcl e’
higG Myeloma |— — =
hlgG plasma 4. 32E+03] 2.31E-03] 5.3E-07
X0002 - GO7 2.06E+04] 1.24E-04] 6.0E-09
M0055 - G12 1.27E+06] 1.53E-02] 1.2E-08
MO0057 - F02 1.48E+05] 4.26E-03] 2.9E-08
MO0062 - C09 9.44E+04] 2.38E-03] 2.5E-08
M0064 - H04 1.29E+05] 3.68E-03| 2.8E-08
MO0073 - E10 3.36E+05] 2.75E-02] 8.2E-08
[mM0090 - F11 9.68E+04] 8.97E-04} 9.2E-09
X0002 - AO7 -— -— —
C. hFcRn pH 7.4
kon koff KD (
17D3 3.24E+05] 5.23E-04] 1.61E-09
3B3 2.97E+06] 1.76E-03] 5.93E-10
Fcl - - -
higG Myeloma _|--- -
higG plasma -—- —- -
X0002 - GO7 -
MO0055 - G12 2.01E+05] 7.96E-03] 3.97E-08
|m0057 - Fo2 3.25E+05] 3.67E-03] 1.13E-08
[moo62 - Co9 -
M0064 - HO4 1.55E+05] 4.02E-03| 2.59E-08
M0073 - E10 3.50E+05| 3.49E-03] 9.71E-09
M0090 - F11 5.94E+04] 1.13E-03] 1.91E-08
X0002 - AO7 -
D. FcRn de rata pH 6
[kon koff KD
17D3 1.74E+04] 6.03E-03] 3.40E-07
3B3 6.83E+05] 1.04E-03] 1.50E-09
Fcl 2.08E+05] 3.29E-03] 1.58E-08
higG Myeloma | 1.30E+05] 1.27E-03] 9.80E-09
[higG plasma 9.13E+04] 2.42E-03] 2.65E-08
X0002 - GO7 9.70E+04] 8.62E-04] 8.90E-09
MO0055 - G12 —-- - -
MO0057 - F02 ~-- - -—-
M0062 - C09 --- - -
M0064 - H04 -—- - -
M0073 - E10 -
M0090 - F11 1.84E+04] 5.73E-04] 3.12E-08
|X0002 - A07

E. FcRn de rata pH 7,4
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17D3 -
3B3
Fcl
higG Myeloma |--- - -
hlgG plasma - - ---
X0002-G07 |-
M0055 - G12__|---
MO0057 - F02___ |- —
|moo62-Co9 |-
[moo064 - HO4 |- --
IM0073-E10__ |— -
[mo090 - F11 2.75E+04 7.40E-04] 9.96E-09
[x0002-A07 |- —

Tabla 12A a E: Resumen de los datos de unién a SPR 8500 in vitro (Kp (nM)) de anticuerpos que se unen a FcRn;
5 Analisis por velocidad de asociacion y disociacion

A. Datos de unién

Datos de IgG anti-FcRn antagonista SPR 8500 | SPR 8500 |SPR 8500 SPR 8500

Formato IgG IgG IgG IgG
hFcRn hFcRn FcRnrata | FcRn rata
Clon n° KnapH6 [KnapH75 KpapH6 |[KhapH7,5
532A-M0090-F 11 2,44 10,8 9,8 9,14
532A-M0064-H04 6,82 12,5 31 sin unién

532A-M0090-F09 (dependiente del pH) 3,64 Sin ajuste 13,9 sin unioén
532A-M0084-B03 (dependiente del pH) 2,99 Sin ajuste 29,6 sin union
532A-M0062-C09 (dependiente del pH) 29,5 Sin ajuste | sin ajuste | sin unioén

532A-M0055-G12 3,1 10,2 16 sin unién
532A-M0056-G05 2,48 2,1 22,9 sin unién
532A-M0084-B11 3,3 2,59 6,43 sin unién
532A-M0092-D02 17,9 24,2 30,2 sin unién
532A-M0073-E10 Sin ajuste | Sin ajuste | Sin ajuste | sin union
532A-M0057-F02 NA NA NA sin unién

10 B. hFcRn pH 6

Kon Koff KD
M62-C9 (Fab) 8,12E+04 | 1,60E-03 |1,97E-08
M90-F11 (Fab) 9,21E+04 |5,63E-04 |6,11E-09
M62-C09 (IgG) 2,36E+05 | 6,95E-03 |2,95E-08
M90-F11 (IgG) 1,02E+06 |2,48E-03 |2,44E-09
3B3 2,30E+06 | 9,40E-04 |4,09E-10
17D3 8,17E+04 | 1,81E-04 |2,22E-09
M92-D2 3,87E+04 |6,92E-04 |1,79E-08
M56-G05 1,13E+05 |2,80E-04 |2,48E-09
M84-B03 1,14E+05 | 3,40E-04 |2,99E-09
SA-A08
FCI
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Kon
Mieloma de IgG humana -
Plasma de IgG humana |3,89E+04
X11-5 -
M55-G12 7,49E+04
M73-E10 -
M84-B11 7,53E+04
M64-Ho4 1,04E+05
M90-F09 3,14E+05

Kon

M90-F11(Fab) 9,12E+04
M90-F11 (IgG) 1,59E+05
SA-A08 -
FCI -
M84-B11 1,31E+05
M64-Ho4 2,17E+05
M73-E10 -
M55-G12 7,78E+04
X11-5 -
M62-C09 -
IgG M62-C09 -
M84-B03 -
M56-G05 4,14E+05
M90-F09 -
JB3 3,41E+06
M92-D2 8,16E+04
17D3 1,21E+05
Mieloma de IgG humana |---
Plasma de IgG humana |---

64

Koff

6,85E-04
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M90-F11 (IgG)
M90-F11(Fab)
M90-F09

M62-C09 (Fab)
M62-C09

M64-Ho4

M84-B11

M73-E10

M55-G12

X11-5

M84-B03

M56-G05

M92-D2

M55-G12

3B3

Mieloma de IgG humana
Plasma de IgG humana
FCI

SA-A08

Kon

1,19E+05
4,30E+04
3,21 E+05
7,80E+04
3,14E+05
1,99E+05
1,56E+05
4,78E+04
4,93E+04
1,99E+05

2,33E+05

65

Koff

1,17E-03
8,72E-04
4,46E-03

KD

9,80E-09
2,03E-08
1,39E-08
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E. FcRn de rata pH 7,4

M90-F11
M90-F11 (IgG)
SA-A08

FClI

M84-B11
M64-H04
M73-E10
M55-G12
X11-5
M62-C09
M62-C09 (IgG)
M84-B03
M56-G05
M90-F09

3B3

M92-D2

17D3

ES 2 650 804 T3

Kon Koff
1,17E+06 |3,84E-03
1,25E+05 | 1,14E-03

Mieloma de IgG humana |--- —

Plasma de I1gG

humana |--- -—

Ejemplo 24: Valores de ICso de sFabs y anticuerpos

KD

3,29E-09
9,14E-09

Los sFabs y anticuerpos de IgG de once clones anti-FcRn antagonistas ejemplares que eran positivos con respecto
a la unién a FcRn se probaron en un modelo in vitro con respecto a su capacidad para bloquear la uniéon no
especifica de IgG humana-Fc a FcRn. Cultivos de células 293 C11 que expresan FcRn humano (hFcRn) o de rata
FcRn (FcRn de rata) se trataron con un sFab o IgG1 de un clon positivo para la union, un anticuerpo anti-FcRn de
rata de control positivo (1G3), un anticuerpo anti-FcRn humano de control positivo (3B3) o un control negativo de a
SA-A2. Los cultivos celulares se trataron con IgG-Fc no especifico marcado con ALEXAFLUOR® y se incubaron a

4°C en condiciones tamponadoras de pH 6. Se determiné la cantidad de union IgG-Fc-FcRn. Resultados de sFabs

ejemplares y/o las IgGs respectivas se presentan en la Tabla 13. Los valores de ICsy se determinaron mediante
citometria de flujo (es decir, FACS) y se expresan en nM.

Tabla 13: Resumen de datos de inhibiciéon de FACS in vitro (ICso (nM)) de anticuerpos que se unen a FcRn

Datos de IgG anti-FcRn antagonista

IC50

Clon n°

532A-M0090-F 11
532A-M0064-H04

532A-M0090-F09 (dependiente del pH)
532A-M0084-B03 (dependiente del pH)

FACS FACS (bloqueo)
(bloqueo)
FAB sol FAB sol
hFcRn FcRn de rata
(células) (células)
IC50 né\/l apH | IC50nMapHG®6
13 6481
63 sin bloqueo
645 sin bloqueo
754 sin bloqueo

66

FACS
(bloqueo)

IgG

hFcRn
(células)

IC50 nM a pH

6
2,6
1,8
4,6
1,8

FACS (bloqueo)

IgG

FcRn de rata
(células)

IC50 nM apH 6

4,9
20
55
91
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Datos de IgG anti-FcRn antagonista FACS FACS (bloqueo) FACS FACS (bloqueo)
(bloqueo) (bloqueo)
532A-M0062-C09 (dependiente del pH) 35 sin bloqueo 3,9 148
532A-M0055-G12 228 sin bloqueo 1,7 30
532A-M0056-G05 337 sin bloqueo 1,4 18
532A-M0084-B11 355 sin bloqueo 1,9 25
532A-M0092-D02 271 sin bloqueo 1,2 15
532A-M0073-E10 110 sin bloqueo 377 161
532A-M0057-F02 (finalizacion ambar) 70 sin bloqueo NA NA

IgG SA-A2 ligante de estreptavidina

. NA NA 562 101
(control negativo)
IgG humana anti-FcRn de raton 3B3 de
. 9,7
partida
IgG.de raton anti-FcRn de rata 1G3 de NA NA 15
partida

Ejemplo 25: Prueba de eficacia de anticuerpos que se unen a FcRN en animales

Los experimentos con ratones transgénicos Tg32B activados para FcRn humano mostraban que cuatro dosis
intravenosas diarias consecutivas de IgG M90-F11 (también denominada M090-F11 y MO0090-F11) reducian
significativamente la semivida en suero de trazador de IgG humana (higG biotinilada) a todas las dosis probadas
(50, 20, 10 y 5 mg/kg) (Figuras 23 y 24). A 50 mg/kg, cuatro inyecciones iv de M55-G12 solo reducian
moderadamente la semivida en suero de hlgG trazadora mientras que M84-B11 no era eficaz (Figura 23). Un
experimento con dosis individuales de M90-F11 (20 mg/kg y 5 mg/kg) mostraba una reduccién moderada de
trazador de Biotina-hlgG1 en el suero de ratones TG32B (Figura 25).

El protocolo usado para probar IgGs anti-FcRn en ratones transgénicos era:

1) Administrar 500 mg/kg de trazador hlgG intravenosamente en el tiempo 0 (aproximadamente 1% se biotinila con
propésitos cuantitativos)

2) Anticuerpos anti-FcRn administrados intravenosamente a las 24, 48, 72, 96 y 120 h a 50, 20,10 y 5 mg/kg
3) Muestras de sangre recogidas a las 24, 48, 72, 96, 120 y 168 horas
4) Cuantifiquese hlgG en suero mediante ELISA

Basandose en los datos in vivo del modelo de raton Tg, se eligi6 M90-F11 como el candidato de partida para
conducir adicionalmente la optimizacion. Los 10 cambios en la linea germinal que se introducian en la cadena ligera
de M90-F11 se da posteriormente y en la Figura 29. El cambio en la linea germinal que se requeria en la cadena
pesada no se introdujo, sin embargo, el alotipo de la cadena pesada se cambiaba de alotipo AZ a F.

CONSTANTE LIGERA

S Q P KANZPTUVTTLT FUPUPS S EZETULOQA
AGTCAGCCCAAGGCCAACCCCACTGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGAGGAGCTCCAAGCC

CONST:
GRMLN:
GGTCAGCCCAAGGCCAACCCCACGGTCACTCTGTTCCCGCCCTCCTCTGAGGAGCTCCARGCE
G QP KANPTVTZLTFTPZPSSETETLOQA
CONST:
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N KATULVCLTISDVPFYUPGAVTVAW
AACARAGGCCACACTAGTGTGTCTGATCAGTGACTTCTACCCGGGAGCTGTGACAGTGGCCTGG

GRMLN:
AACAAGGCCACACTAGTGTGTCTGATCAGTGACTTCTACCCGGGAGCTGTGACAGTGGCTTGG
N KATULVCLTISDTFYZPGAVTVUVAMW
K ADGSUPVEKAGVETTIE KTPSZKTU QSN
AAGGCAGATGGCAGCCCCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACCACCAAACCCTCCAAACAGAGCAAC

CONST:

GRMLN:
AAGGCAGATGGCAGCCCCGTCAAGGCGGGAGTGGAGACGACCARACCCTCCAAACAGAGCAAC
K A DGSPV KAGVETTIEKTPSZ KT QSN
N K YAASSYLSULTZPET QWZ KSHTRS
AACAAGTACGCGGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGACGCCCGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGT

CONST:

GRMLN:
AACAAGTACGCGGCCAGCAGCTACCTGAGCCTGACGCCCGAGCAGTGGAAGTCCCACAGAAGC
N K Y AA S S YL SLTUPETUGQUWZXKSHTR S
Y S cCQVTHEGSTVETZ KTV VAPAETCS
TACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTGGCCCCTGCAGAATGCTCT

CONST:

GRMLN:

TACAGCTGCCAGGTCACGCATGAAGGGAGCACCGTGGAGAAGACAGTGGCCCCTACAGAATGTTCA
Y S ¢ Q VT HEG STV EI KTV AP TE C S

CONST Aminoécido (SEQ ID NO: 107)
CONST Acido nucleico (SEQ ID NO: 108)
GRMLN Acido nucleico (SEQ ID NO: 110)
GRMLN Aminoacido (SEQ ID NO: 109)
PESADA Aminoacido (SEQ ID NO: 111)
PESADA Acido nucleico (SEQ ID NO: 112)
GRMLN Acido nucleico (SEQ ID NO: 114)
GRMLN Aminoacido (SEQ ID NO: 113)
PESADA:V:V3-23;J:JH1

FR1-H
EVQLULESGGGLV QPG GS L RTL S C
GAAGTTCAATTGTTAGAGTCTGGTGGCGGTCTTGTTCAGCCTGGTGGTTCTTTACGTCTTTCTTGC

PESADA:
GRMLN:
GAGGTGCAGCTGTTGGAGTCTGGGGGAGGCTTGGTACAGCCTGGGGGGTCCCTGAGACTCTCCTGT
EV QLLESG GGG GULVQPGGSTULTRTILSC
CDR1-H
A ASGPFTTFS EYAMG WVUROQAPGTIKSG G
GCTGCTTCCGGATTCACTTTCTCT GAGTACGCTATGGGT TGGGTTCGCCAAGCTCCTGGTARAGGT
PESADA:
GRMLN:
GCAGCCTCTGGATTCACCTTTAGC AGCTATGCCATGAGC TGGGTCCGCCAGGCTCCAGGGAAGGGS
A ASGFTTFS S A YMS WVROQATPTGCTIKSGEG
PESADA:
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GRMLN:

PESADA:

GRMLN:

PESADA:

GRMLN:

PESADA:

GRMLN:
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FR2-H CDR2-H
L E W V 8§ s I G 8§ 8 G GG QT K Y ADS V K G
TTGGAGTGGGTTTCT TCTATCGGTTCTTCTGGTGGCCAGACTAAGTATGCTGACTCCGTTAAAGGT

CTGGAGTGGGTCTCA GCTATTAGTGGTAGTGGTGGTAGCACATACTACGCAGACTCCGTGAAGGGC
L EWVS AI SGSGGSTYYADSVKSG

FR3-H
R F T I S R DNS KNTIL YL QMN®NS L R A
CGCTTCACTATCTCTAGAGACAACTCTAAGAATACTCTCTACTTGCAGATGAACAGCTTAAGGGCT

CGGTTCACCATCTCCAGAGACAATTCCAAGAACACGCTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAGAGCC
R F TI $ R DDNS KNTULYULQMNDNSTULIRA

CDR3-H FR4-H
E D TAV Y Y C A R L s T G E L Y W G Q G T
GAGGACACGGCCGTGTATTACTGTGCGAGA CTCTCAACAGGGGAGCTCTAC TGGGGCCAGGGCACC

GAGGACACGGCCGTATATTACTGTGCGAAA GA. ............... TAC TGGGGCCAGGGCACC
E DT AV Y Y C A K Y W G Q G T

FR4-H
L VvV T V S §
CTGGTCACCGTCTCAAGC

CTGGTCACCGTCTCATCA

* (a,z) ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS
e (£) e e

* (a,z) GVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKK

S (£) oo
+ (a,z) VEPKECDKTHTCPPCAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVICVVV
S (£) e~
* (a,z) DVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDW
S (E) oo
* (a,z) LNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSPREPQVYT
S (£) oo
* (a,z) LPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLD
- (f) o —-——- M — e e
- (a,z) SDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK*

(a, z) (SEQ ID NO: 115)

(f) (SEQ ID NO: 116)

Ejemplo 26: Obtencion de linea germinal, reforma y maduracion por afinidad del clon M90-F11 parental

La variacion alotipica de IgG se muestra en la Figura 30, los tres cambios de aminoacidos (destacados en negrita)
de alotipo AZ a F se introdujeron para obtener la linea germinal IgG M90-F11 que ya tenia 10 cambios de

aminoacidos como parte de la obtencion de la linea germinal en la cadena ligera.

Segun se obtenia la linea germinal, el clon M90-F11 tenia 10 cambios de aminoacidos en la cadena ligera y como
parte de la optimizacion principal, el clon germinal se reformo hasta IgG que tenia secuencias para el alotipo F en la
region Fc de la cadena pesada. En total, habia 13 cambios de aminoacidos en comparacion con M90-F11 parental,
el clon reformado se optimizé en cuanto a la secuencia nucleotidica con respecto a la expresién en lineas celulares
CHO. Secuencia nucleotidica / clon optimizado por Geneart se le dio un nombre DX-2500, que se us6 para elaborar
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un grupo estable. M90-F11 parental, M90-F11 germinado (GL) y DX-2500 se caracterizaron in vitro mediante
Biacore y FACS para evaluar la capacidad de unién y bloqueo.

Las Tablas 14 y 15 contienen resultados de analisis por Biacore y FACS que comparan las IgGs altamente
purificada, parental, germinal y reformada:

Tabla 14: Analisis por Biacore: hFcRn inmovilizado sobre el chip e IgG se hicieron fluir sobre el chip y analisis por
FACS (IC50).

Datos de anticuerpos anti-FcRn | biacore biacore | biacore biacore biacore biacore FACS
antagonistas (bloqueo)
1gG 1gG 1gG 1gG 1gG 1gG 1gG
hFcRn hFcRn hFcRn hFcRn hFcRn hFcRn hFcRn
(células)
Clon n° KonapH | KegapH | KpapH Kon @ pH Kot @ pH KpapH |IC50 nM a pH
6 6 6 74 74 74 6
532A-M0090-F11 2,13E+06 | 2,52E-04 |1,18E-10 | 9,09E+05 | 7,02E-04 | 7,72E-10 0,43
532A-M0090-F11  (cambios de LC |4,45E+06 |7,64E-04 |1,72E-10 | 9,96E+05 | 7,76E-04 | 7,79E-10 0,38
germinada)
DX-2500 (cambios de LC germinada y HC | 2,11E+06 | 3,36E-04 |1,60E-10 | 1,26E+06 | 3,38E-04 | 2,68E-10 0,65
alotipica)

Tabla 15: Analisis por Biacore: IgG inmovilizada sobre el chip y hFcRn se hicieron fluir sobre el chip.

Datos de anticuerpos anti-FcRn | biacore biacore | biacore biacore biacore biacore
antagonistas
IgG IgG IgG IgG IgG IgG
hFcRn hFcRn hFcRn hFcRn hFcRn hFcRn
Clon n° KonapH [ KsrapH | KnapH | KonapH Kotf @ pH Ko a pH
6 6 6 7.4 7.4 7.4
532A-M0090-F11 3,03E+05 | 3,12E-03 | 1,03E-08 | 1,81E+05 | 3,73E-03 | 2,05E-08

532A-M0090-F 11 (cambios de LC | 5,74E+05 | 1,72E-02 |2,99E-08 | 4,33E+05 | 1,52E-02 | 3,52E-08
germinada)

DX-2500 (cambios de LC germinada y HC | 6,42E+05 | 1,77E-02 |2,76E-08 | 3,72E+05 | 7,52E-02 | 2,02E-08
alotipica)

La experiencia previa con anticuerpo monoclonal anti-FcRn sugeria que la Koff a pH 7,4 es muy critica para la
eficacia in vivo del anticuerpo, se hace evidente durante el analisis con biacore que cuando el anticuerpo se
inmovilizaba sobre el chip y la diana hFcRn se hacia fluir sobre el chip, la Koff era mucho mas rapida para
anticuerpo germinado y DX-2500 a pH tanto 6 como 7,4. Se tomo la decision de madurar por afinidad el M90-F11
germinado para seleccionar con respecto a con un valor de Koff mejorado con respecto a DX2500.

Se us6 un enfoque paralelo para madurar por afinidad el M90-F11 geminado. Se construyeron tres bibliotecas
diferentes (LC transpuesta, biblioteca de CDR 1y 2 y CDR 3) y se representan en la Figura 26. Se uso6 una cadena
ligera germinada para construir la biblioteca 2 y 3 a fin de evitar la optimizaciéon de secuencias adicional después de
seleccionar la molécula de partida madurada por afinidad.

Protocolos de seleccion

Se identificaron Fabs solubles (sFabs) a partir de la biblioteca de exposicién en fagémido M90-F11 madurada por
afinidad que expone fragmentos Fab. Se llevaron a cabo dos selecciones diferentes usando (shFcRn) humano
soluble y células 293 C11 que expresan la proteina de FcRn humano usando tres bibliotecas maduradas por
afinidad diferentes. Se llevaron a cabo selecciones adicionales usando una combinaciéon de células y dianas
proteinicas usando la misma estrategia de elucidon que se esboza posteriormente:

i) Selecciones frente a shFcRn biotinilado: Se llevaron a cabo dos rondas de seleccion frente a shFcRn
biotinilado con agotamiento sobre cuentas de estreptavidina. Se dejé que los fagémidos se unieran a la diana en
tampoén de union acido (pH 6) y a continuacion se eluyeron con IgG M90-F11 parental en un tampon de pH 7,4.
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Después de la elucién competitiva/el lavado, todos los fagos unidos restantes se eluyeron mediante infeccion
directa en cuentas de las células. La produccion de fagos eluidos se usd como entrada para la siguiente ronda
de seleccidon. La producciéon de la ronda 2 se usé en la seleccion de la ronda 3 alterna frente a células
transfectadas con hFcRn seguido por una seleccién de cuarta ronda usando selecciones de shFcRn biotinilado
usando la misma estrategia de elucion.

ii) Selecciones frente a células que expresan hFcRn: Se llevaron a cabo dos rondas de seleccion frente a
células transfectadas con hFcRn. Se dejé que los fagémidos se unieran a las células en tampdn de union acido
(pH 6) a 4 grados y a continuacion se eluyeron con IgG M90-F11 parental en un tampén de pH 7,4. Después de
la elucion competitiva/el lavado, todos los fagos unidos restantes se eluyeron mediante lisis celular con cuentas
magnéticas de estreptavidina e infeccion posterior de las bacterias. La produccion de fagos eluidos se usé como
entrada para la siguiente ronda de seleccion. Se llevaron a cabo dos rondas adicionales de seleccion frente a
shFcRn biotinilado como se describe en (i).

Cribado por ELISA con respecto a inhibidores de Fab de FcRn

Para identificar ligantes de hFcRn, se llevd a cabo un cribado primario de las producciones de la ronda 3 y la ronda 4
a partir de cada rama de seleccion (4 por biblioteca) frente a shFcRn biotinilado en ELISA de fagos a pH 6 y 7,4.
Aproximadamente 1152 Fabs positivos a ELISA primario se cribaron y se sometieron a secuenciacion de ADN.

Ciento setenta y ocho fagémidos Unicos procedentes de tres bibliotecas maduradas por afinidad (16 de la biblioteca
transpuesta de la cadena ligera, 46 de la biblioteca CDR1 y 2 y de 116 biblioteca de CDR3) que eran ligantes
independientes del pH para hFcRn se seleccionaron y se subclonaron para la expresion como sFabs.

15 de 16 clones de fagémido cribados de la biblioteca de LC tenian la misma CDR que el M90-F11 parental
sugiriendo que la estrategia de seleccion y cribado se desviaba al enriquecer con respecto a los clones parentales.
Clones de FAB sol madurados por afinidad (~165) se sometieron a analisis por SPR de alto rendimiento y se
clasificaron por la velocidad de disociacion a pH 7,4 y por los valores de KD a pH 6 y habia 21 clones madurados por
afinidad procedentes de la biblioteca de CDR3 y un clon procedente de la biblioteca de CDR1 y 2 que eran mejores
que M90-F11 germinado. Basandose en los datos de cribado de SPR de alto rendimiento, el clon M0159-C09
madurado por afinidad procedente de la biblioteca de CDR 1 y 2 se intercambid en la posicion de CDR 1y 2 de HV
del M0157-H04 y el M0157-E05 madurados por afinidad procedentes de la biblioteca de CDR3. Los dos clones
hibridos construidos M0171-A01 (también denominado M171-A01) y M0171-A03 (también denominado M171-A03)
tenian CDR 1, 2 y 3 de HV madurada por afinidad con secuencias de LC de M90-F11 germinado.

Un total, habia 24 clones de sFAB (M90-F11 parental y germinado, 19 de la biblioteca de CDR3, 1 de la biblioteca de
CDR 1y 2y 2 clones hibridos) que se secuenciaban, se purificaban a media escala y se clasificaban mediante
analisis de SPR repetido (Tabla 16) y confirmaron sus propiedades antagonistas anti-FcRn en un ensayo de bloqueo
de Fc-FcRn usando analisis por FACS.
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Tabla 16: Cinética de los 22 mejores FAB sol madurados por afinidad, clasificacion y secuencias de HV-CDR

a . Mejora de Kd en
! Eszcaalsapr;edm- pH 7.4 pH 6_0 veées sobre ) oH74 Diferencias de Secuencias de CDR
M90-F11 germinal
Clon Maestron®  fia(tms) | kd(s) | KOM) | ka(tms) | kd(us) | ko) | pH74 | pHS0 | Clasiif. | Hv-CDR1 HV-COR? HV-COR3
532A-M0171-A03 136405 | 17E05 | 13610 | 13E+05 | 18E04 | 14E08 {EU2SUOT A 1 VYAMG | SIGSSGGPTKYADSVKG | LSIRELV
§32A-M0171-A01 1.6E+05 2.3E04 1.5E-09 1.6E+05 2.9E-04 1.9E-03 19.2 25.7 3 VYAMG SIGSSGGPTKYALSVKG LSIVDSY
532A-M0161-B04 1.7E+05 2.2E-04 1.3E-09 1.6E+05 1.9E-04 1.2E-08 205 39.6 2 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LAIGDSY
§32A-M0157-F09 1.7E+05 2.8E04 1.6E-09 1.8E+05 2.9E-04 1.6£-09 16.2 26.0 5 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELT
532A-M0157-808 1.6E+05 3.5E-04 2.2E-09 1.6E+05 2.9E-04 1.8E-09 12.7 254 8 EYAMG SIGSSGGOTKYADSVKG LSIRELS
532A-M0157-H04 1.7E+05 3.6E04 2.2E09 1.7E+05 3.0E-04 1.8E-09 124 25.0 10 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELY
532A-M0159-A07 1.9E+05 2.5E04 14E-09 1.8E+05 26E-04 1.4E-09 17.7 29.1 4 EYAMG SIGSSGGOTKYADSVKG LSLGDSY
532A-M0158-H06 2.1E+05 3.6E-04 1.7E-09 2.1E+05 31E-04 1.5E-09 12.9 24.1 7 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LSIVDSE
§32A-M0157-A12 1.8E+05 4.9E04 2.8E-09 1.5E+05 5.1E-04 3.3E-09 9.1 14.7 16 EYAMG S IGSSGGQTKYADSVKG LSIRELD
532A-M0158-C04 1.5E+05 4.2E04 2.7E09 1.56+05 4.5E-04 3.0E-09 10.7 16.7 12 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIPELH
532A-M0157-C05 1.8E+05 4.7E04 2.6E09 2.0E+05 42604 2.1E-09 9.5 179 15 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELS
532A-M0155-F05 1.8E+05 5.4E-04 3.1E-09 1.9E+05 4.6E-04 2.5E-09 83 16.3 19 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LS1DDSY
532A-M0158-A03 1.4E+05 3.5E-04 2.5E-09 1.4E+05 4.8E-04 3.4E09 129 156 6 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LSIVELD
532A-M0153-A10 1.6E+05 4.2E04 2.6E-09 1.6E+05 4.0E-04 2.56-09 106 18.6 13 EYAMG SIGSSGGOTKYADSVKG LSIRELF
532A-M0157-D11 1.7E+05 4.6E-04 2.6E-09 1.7E+05 3.9E-04 2.3E-09 9.8 19.1 14 EYAMG SIGSSGGOTKYADSVKG LSIRCSY
532A-M0155-012 1.4E+05 §.1E04 3.6E-09 1.5E+05 4.56-04 3.0E-08 8.8 166 18 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LSiDDEY
532A-M0157-004 1.9E+05 5.1E04 2.7E09 1.8E+05 4.4E-04 2.5E-09 8.9 17.0 17 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELF
532A-M0155-G01 1.6E+05 5.7E04 3.5E-09 1.7E+05 SE-04 2.9E-09 19 146 20 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELY
532A-M0157-E05 1.8E+05 3.6E04 2.0E-09 1.8E+05 3.1E-04 1.7E-08 126 241 9 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LSIVDSY
532A-M0153-C09 1.4E+05 9.1E-04 6.6E-09 1,3E+05 7.9E-04 6.0E-09 4.9 9.5 2 VYAMG | SIGSSGGPTKYADSVKG LSTGELY
532A-M0161-G06 1.2E+05 8.1E04 6.9E-09 1.7E+05 4.2E-04 2.6E-09 5.6 17.7 21 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELR
VIGOF 11 Parental *| F14Er5 | 106007 | " 13E08 L[ 1 AEA05 |~ 6EQ3: | 12EQ8 ) | i 28 | bl EYAMG -} STGSSGGOTKVADSVKG « |1 . STGELY. -
§32A-M0155-H05 2.9E+05 6.1E03 2.1E-08 2.0E+06 34E-02 1.7E-08 0.7 0.2 26 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LSTGALS
M90-F11 germinal [ 19E+05 | 4.5E-03 24E08 | G.5E+05 | 7.5E-03 1.2E-08 1.0 1.0 2 EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG LSTGELY
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12 Escala media-2* SPR Diferencias de secuencias de CDR
Clon Maestro n° HV-CDR1 HV-CDR2 HV-CDR3
532A-M0171-A03 VYAMG SIGSSGGPTKYADSVKG LSIRELV
532A-M0171-A01 VYAMG SIGSSGGPTKYADSVKG LSIVDSY
532A-M0161-B04 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LAIGDSY
532A-M0157-F09 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELI
532A-M0157-B08 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELS
532A-M0157-H04 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELV
532A-M0159-A07 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSLGDSY
532A-M0158-H06 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIVDSF
532A-M0157-A12 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELD
532A-M0158-C04 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELH
532A-M0157-C05 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELS
532A-M0155-F05 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIDDSY
532A-M0158-A03 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIVELD
532A-M0159-A10 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELF
532A-M0157-D11 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRDSY
§32A-M0155-D12 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIDDFY
532A-M0157-D04 EYBAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELF
532A-M0155-G01 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELY
532A-M0157-E05 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSIVDSY
532A-M0159-C09 VYAMG "SIGSSGGPTKYADSVKG' LSTGELY
5324 SIGSSGGQTKYADSVKG LSIRELH

90-E11 Pare: - GOTKYADSV T
532A-M0155-H05 EYAMG SIGSSGGQTKYADSVKG LSTGALS
M90-F11 gGerminado | EYAMG SIGSSGGOTKYADSVKG |  LSTGELY

Tabla 16A: Secuencias corresponidentes a la Tabla 16

Los 22 clones de sFAB se reformaron hasta IgG peso solo 8 IgG se expresaron, se purificaron y se sometieron a

SEQ ID NO:

117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
139
140

analisis de Flexchip a pH 6 y 7,4. Basandose en los datos de Flexchip SPR 8500, los 4 clones de IgG madurados
por afinidad siguientes se seleccionaron con respecto al estudio adicional in vitro (analisis por Biacore) e in vivo en el
modelo de ratones transgénicos hFcRn.

La Tabla 17A muestra el nimero total de cambios de aminoacido en la HV-CDR1 y 2 o 3 de las 4 IgG maduradas

por afinidad en comparacién con el clon parental o DX2500.
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Tabla 17A: Secuencias de LV y HV-CDR de las 4 principales IgG maduradas por afinidad y n° de mutacion en
comparacion con M90-F11 parental

Nombre Inicial LV-CDR1 LV-CDR2 LV-CDR3 HV-CDR1 HV-COR2 HV-CDR3
M90-F11 Parental | TGIGSOVGSYNLVS | GDSQRPS | -CSYAGSGIYV |- EYAMG | SIGSSGGQTKYADSVKG |  LSTGELY
DX-2500 TGTGSOVGSYNLYS | GDSQRPS | CSYAGSGIYV | EYMMG | SIGSSGGQTKYADSVKG | LSTGELY
532A- MO171-A03 TGIGSDVGSYNLVS | GDSQRES | CSYAGSGIVV | VYAMG | SIGSSGGRTKYADSVKG |..LSIRELY
53A-MOIT-ADL | TGTGSDVGSYNLVS | GDSQRS | CSYAGSGIVV | VYAMG | SIGSSGGRTKYADSVEG |- LSIVDSY |
532A- MO159-A07 “TGTGSDVGSYNLVS | - GDSQRS. | * CSYAGSGIYV' | - EYAMG' |- SIGSSGGQTKYADSVG
530A-MO161-B04 | TGTGSOVGSYNLVS | - GDSQRPS < | CSYAGSGIVV | EYAMG - | SIGSSGGOTKYADSVKG-

* 10 Cambios germinales, 3 cambios debidos a la variacién alotipica de AZ a F + mutacion de HV-CDR

SEQ ID NOs LV-CDR1 LV-CDR2 LV-CDR3 HV-CDR1 HV-CDR2 HV-CDR3
M90-F11 parental 141 142 143 144 145 146
Dx-2500 147 148 149 150 151 152
532A-M0171-A03 153 154 155 156 157 158
532A-M0171-A01 159 160 161 162 163 164
532A-M0171-A07 165 166 167 168 169 170
532A-M0171-B04 171 172 173 174 175 176

Tabla 17 A1 SEQ ID NOs correspondientes a la Tabla 17A

El analisis por Biacore de los 4 clon madurados por afinidad realizado a pH 7,4 al inmovilizar la IgG sobre el chip y
hacer fluir hFcRn y sus datos brutos y mejora en numero de veces (Kot y Kp) sobre el clon DX-2500 y el M90-F11
parental se presenta en la Tabla 17 B.

Tabla 17B: Cinética de unién de las 4 principales IgG maduradas por afinidad, mejora en nimero de veces sobre
DX-2500 y M90-F11 parental

Comparacion de datos de Biacore realizados a pH 7,4 Koff Mejora en numero de veces Kp Mejora en numero de veces
sobre sobre
Clonn® + Métodode |Kas'M" | Kds-1 KD (M) DX2500 M90-F11 DX2500 M90-F11
SPR

IgG M171-A01 Biacore |1,26E+05 | 1,92E-04 | 1,52E-09 103 16 58 12
IgG M171-A03 Biacore |1,42E+05 | 2,84E-04 | 2,00E-09 69 11 44 9
IgG M159-A07 Biacore |1,27E+05 | 6,88E-04 | 5,40E-09 29 4 16 3
IgG M161-B04 Biacore |1,21E+05 |8,57E-04 | 7,06E-09 23 3 12 3

M90-F11 parental 1,61E+05 | 2,99E-03 | 1,86E-08 7 1 5 1

Biacore
DX-2500 Biacore 2,24E+05 | 1,97E-02 | 8,79E-08 1 0,15 1 0,21

El protocolo usado para probar IgG anti-FcRn y FAB sol madurados por afinidad en ratones transgénicos para
hFcRn era:

e 6 grupos (1 placebo, 4 IgG, 1 Fab. 4 ratones /grupo)
Dosis intravenosa de 495 mg/kg de higG + 5 mg/kg de biotina-higG en el momento =0 h
e Dosis intravenosa de 5 0 20 mg/kg de Ab (1,67 o 6,67 mg/kg de Fab) en el momento = 24 h:
o M171-A01-IgG,
o M171-A03-IgG,
o M159-A07-IgG,
o M161-B04-IgG o
o S32A-M171-A01-Fab
e Muestras de sangre recogidas a las 24 (predosis), 30, 48, 72, 96, 120 y 168 h.
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e Niveles séricos de biotina-hlgG cuantificados usando un ELISA de captura de estreptavidina/deteccion de
Fc e IgG total cuantificada usando ELISA de captura de Fab/deteccion de Fc.

Basandose en los datos in vivo mostrados en las Figuras 27 y 28 y la Tabla 18 posteriormente, se han seleccionado
M0161-B04 y M0171-A01 para ser probados mano a mano con M90-F11 y DX-2500 en ratones Tg32B.

Tabla 18: Efectividad de IgG y FAB sol madurados por afinidad en la aceleracion del catabolismo de higG en ratones
Tg32B: dosis intravenosa de 5 y 20 mg/kg (Biotina-IgG e IgG total).

% de control de PBS de Biotina-IgG que permanece en el | % de control de PBS de IgG total que permanece en el

suero a las 168 h suero a las 168 h
Nombre de IgG 5 mg/kg 20 mg/kg 5 mg/kg 20 mg/kg
(1,7 mg/kg de (6,7 mg/kg de (1,7 mg/kg de sFADb) (6,7 mg/kg de sFADb)
sFAD) sFAD)
M90-F11 parental 77 63 NA NA
532A-M0171-A01 124 45 96 40
532A-M0171-A03 128 66 84 44
532A-M0159-A07 131 59 96 40
532A- M0161-B04 100 41 76 24
S32A-M171-A03- 152 103 140 108

sFAb

Ejemplo 27: Efecto de anticuerpos anti-FcRn sobre el catabolismo de higG

Estudios in vivo con anticuerpos anti-FcRn demostraban la eficacia para agotar IgG circulatoria. EI agotamiento
dependiente de la dosis era exhibido en dos especies, ratones y monos, y por dos rutas de administracion,
intravenosa y subcutanea. En los monos, la reduccion de IgG no estaba acompafiada por ninglin cambio en la IgA,
IgM o albumina sérica circulatorias.

A) Efecto de anticuerpos anti-FcRn sobre el catabolismo de higG en ratones

A ratones Tg32B (inactivados para FcRn de ratén y 2-macroglobulina de ratén) / activados (activados para FcRn
humano y 2-macroglobulina humana) se les administré IgG humana el dia 0. En el dia 1 y el dia 7, a los ratones se
les administraron intravenosamente diferentes dosis de los anticuerpos anti-FcRn M161-B04 (DX-2504) y M171-A01.
El nivel de IgG humana en el suero de los ratones se midié a lo largo de 14 dias. Seguin se muestra en la Figura 31,
el nivel de IgG humana se redujo significativamente a lo largo del periodo de 14 dias para cada uno de los
anticuerpos administrados. La disminucion en la IgG dependia de la concentracion de anticuerpo anti-FcRn
administrado.

B) Efecto de anticuerpos anti-FcRn sobre el catabolismo de higG en ratones mediante administracion subcutanea

A ratones Tg32B (inactivados para FcRn de ratén y 2-macroglobulina de ratén) / activados (activados para FcRn
humano y 2-macroglobulina humana) se les administré IgG humana el dia 0. En el dia 1 y el dia 7, a los ratones se
les administraron subcutaneamente diferentes dosis del anticuerpo anti-FcRn M161-B04 (DX-2504). El nivel de IgG
humana en el suero de los ratones se midio a lo largo de 14 dias. Segun se muestra en la Figura 32, el nivel de IgG
humana se redujo significativamente a lo largo del periodo de 14 dias para cada uno de los anticuerpos
administrados. La disminucion en la IgG dependia de la concentracidon de anticuerpo anti-FcRn administrado. La
eficacia de la administracion subcutanea es similar a la administracion intravenosa.

C) Efecto de anticuerpos anti-FcRn sobre el catabolismo de hlgG en monos cynomolgus

Se les administraron a monos cynomolgus diferentes dosis del anticuerpo anti-FcRn M161-B04 (DX-2504) y un
control de vehiculo. La Figura 33 muestra el desarrollo cronolégico de la administracion (Figura 33A) y los resultados
para el control (Figura 33B). El nivel de IgG en el suero de los monos se midié a lo largo de 14 dias. Segun se
muestra en las Figuras 34-35 (monos individuales) y la Figura 36 (datos medios del grupo), el nivel de IgG se
reducia significativamente a lo largo del periodo de 14 dias para cada uno de los anticuerpos administrados. La
disminucion en IgG dependia de la concentracion del anticuerpo anti-FcRn administrado. La eficacia de la
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administracion subcutanea es similar a la administracion intravenosa. Las Figuras 37A-37C muestran que los niveles
séricos de IgA, IgM y albumina sérica no estaban afectados por la administracion del anticuerpo anti-FcRn.
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<400>7

ctggggctcc

ctgtaccacc

ggctggctgg
tgtggagctt
ctgaggatca
tacactctgc
gccaagttcg
ggtggggact
gccaacaagg
gagaggggcc
cccagcagcc
ctgcaacttc
cccaacadtg
caccactact

gaatctccag

ggcgcaggcc

84

tgctctttct ccttectggg

ttaccgcggt gtcctcecgect

gcccgcagca
gggtctggga
aggagaagct
agggcctgcet
ccctgaacgg
ggcccgaggce
agctcacctt
gcggaaacct
ctggcttttc
ggttcctgcg
acggatcctt
gctgcattgt
ccaagtcctc

tactactatc

gtacctgagc
aaaccaggtg
ctttctggaa
gggctgtgaa
cgaggagttc
cctggctatc
cctgctattce
ggagtggaag
cgtgcttacc
gaatgggctg
ccacgcctcg
gcagcacgcg
ccggccgctce

actactacca

60

120

180

240

300

360

420

480

600

660

720

780

900

960

984



10

15

aatataagtg
atgtctcget
atccagcgta
aatttcctga
aagaatggag
tctttctatc
cgtgtgaacc
gcagcatcat
gcttgetttt
ataataatgt

gtttgatgta

gtggggagca

atctcttgca

catactctgc

tttgttataa

gataaagtaa

tcataaaact

<210> 8

<211>12

<212>PRT

gaggcgtcgc
ccgtggcectt
ctccaaagat
attgctatgt
agagaattga
tcttgtacta
atgtgacttt
ggaggtttga
taatattgat

taacatggac

tctgagcagg
gagaattctc
ctcaaagctt
ttagaatttg
tgaatgaaac

ggcatggttg

tgatgtgtta

< 213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 650 804 T3

gctggcgggce
agctgtgctc
tcaggtttac
gtctgggttt
aaaagtggag
cactgaattc
gtcacagccc
agatgccgca
atgcttatac

atgatcttct

ttgctccaca
ttatccaaca
gttaagatag
ggggaaaatt
attttgtcat
tggttaatct

tctctta

< 223> péptido recombinante

<400> 8

attcctgaag
gcgctactct
tcacgtcatc
catccatccg
cattcagact
acccccactg
aagatagtta
tttggattgg
acttacactt

ttataattct

ggtagctcta
tcaacatctt
ttaagcgtgc
tagaaatata
ataagattca

ggtttatttt

ctgacagcat
ctctttctgg
cagcagagaa
acattgaagt
tgtctttcag
aaaaagatga
agtgggatcg
atgaattcca
tatgcacaaa

actttgagtg

ggagggctgg
ggtcagattt
ataagttaac
attgacagga
tatttacttc

tgttccacaa

Ser Ala Ser Ser Ser Ile Ser Ser Asn Tyr Leu His

1

<210>9

<211>7

<212>PRT

5

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> péptido recombinante

10

85

tcgggccgag
cctggaggct
tggaaagtca
tgacttactg
caaggactgg
gtatgcctgce
agacatgtaa
aattctgcectt
atgtagggtt

ctgtctccat

caacttagag
gaactcttca
ttccaattta
ttattggaaa
ttatacattt

gttaaataaa

60

120

180

240

300

360

420

480

600

660

720

780

900

960

987
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20

25
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<400>9

Arg Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5

<210> 10

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 10

Gln Gln Gly Ser Asn Ile Pro Leu Thr
1 5

<210> 11

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 11

Arg Ser Trp Met Asn
1 5

<210> 12

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 12

86



10

15

20

25

ES 2 650 804 T3

Arg Ile His Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asn Tyr Asn Gly Lys Phe Lys

1 5 10

Gly
<210> 13

<211>8

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 13

Glu Gly Ser Pro Tyr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 14

<211> 11

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 14

Lys Ala Ser Gln Asp Ile Asn Asn Tyr Ile Ala
1 5 10

<210> 15

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 15

Tyr Thr Ser Thr Leu Gln Pro
1 5

87

15
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15

20

25
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<210> 16

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 16

Leu Gln Tyr Asp Asn Leu Leu Arg Thr
1 5

<210> 17

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 17

Asp Tyr Ala Met His
1 5

<210> 18

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 18

Val Ile Thr Asn Tyr Tyr Gly Asp Ala Ser Tyr Asn Gln Lys Phe Lys

1 5 10

Gly

<210> 19

<211>12

88



10

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 19

ES 2 650 804 T3

Gly Gly Tyr Asp Gly Tyr Tyr Val Asp Phe Asp Tyr

1 5
<210> 20

<211> 214

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 20

10

89



Asp

Glu

Tyr

Ile

Gly

65

Ala

Leu

Ala

Gly

Ile

145

Leu

Ser

Tyr

Ser

Ile

Lys

Leu

Tyr

50

Ser

Glu

Thr

Pro

Gly

130

Asn

Asn

Ser

Thr

Phe
210

<210> 21

Gln

Ile

His

35

Arg

Gly

Asp

Phe

Thr

115

Ala

vVal

Ser

Thr

Cys
195

Asn

<211> 214

<212>PRT

Leu

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Val

Gly

100

Val

Ser

Lys

Trp

Leu
180

Glu

Lys

Thr

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Ala

Ser

Val

Trp

Thr
165

Thr

Ala

Asn

Gln

Thr

Gln

Asn

Thr

70

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

150

Asp

Leu

Thr

Glu

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> péptido recombinante

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Ser

Tyr

Thr

Phe

Cys

135

Ile

Gln

Thr

His

ES 2 650 804 T3

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Tyr

Tyr

Lys

Pro

120

Phe

Asp

Asp

Lys

Lys
200

Thr

Ala

25

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

105

Pro

Leu

Gly

Ser

Asp
185

Thr

Thr

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Ser

Asn

Ser

Lys
170

Glu

Ser

90

Val

Ser

Phe

Val

Thr

75

Gln

Leu

Ser

Asn

Glu

155

Asp

Tyr

Thr

Ala

Ser

Ser

Pro

60

Ile

Gly

Lys

Glu

Phe

140

Arg

Ser

Ala

Ile

Pro

45

Ala

Gly

Ser

Arg

Gln

125

Tyr

Gln

Thr

Glu Arg

Ser

Pro
205

Ser

Ser

30

Lys

Arg

Thr

Asn

Ala

110

Leu

Pro

Asn

Tyr

Pro

15

Ser

Leu

Phe

Met

Ile

95

Asp

Thr

Lys

Gly

Ser
175

His Asn

190

Gly

Asn

Leu

Ser

Glu

80

Pro

Ala

Ser

Asp

Val

160

Met

Ser

Ile Val Lys



<400> 21

Val

1

Val

Met

Arg

Gly

65

Gln

Asn

Thr

Pro

Val
145

Ser

Leu

Ser

Val

Lys

Lys

Asn

Ile

50

Lys

Leu

Glu

Val

Gly

130

Lys

Leu

Tyr

Glu

Asp
210

<210> 22

Leu

Ile

Trp

35

His

Ala

Ser

Gly

Ser

115

Ser

Gly

Ser

Thr

Thr
195

Lys

<211> 213

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

Gln

Ser

20

Val

Pro

Thr

Ser

Ser

100

Ser

Ala

Tyr

Ser

Leu

180

Val

Lys

Glu

Cys

Lys

Gly

Leu

Leu

85

Pro

Ala

Ala

Phe

Gly

165

Ser

Thr

Leu

Ser

Lys

Gln

Asp

Thr

70

Thr

Tyr

Lys

Gln

Pro
150

Val

Ser

Cys

Glu

Gly

Ala

Arg

Gly

55

Val

Ser

Phe

Thr

Thr

135

Glu

His

Ser

Asn

ES 2 650 804 T3

Pro

Ser

Pro

40

Asp

Ala

Val

Asp

Thr

120

Asn

Pro

Thr

Val

Val
200

Glu

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

Tyr

105

Pro

Ser

Val

Phe

Thr
185

Ala

Leu

10

Tyr

Gln

Asn

Ser

Ser

90

Trp

Pro

Met

Thr

Pro
170

Val

His

91

Val

Ala

Gly

Tyr

Ser

75

Ala

Gly

Ser

Val

Val
155

Ala

Pro

Pro

Lys

Phe

Leu

Asn

60

Ser

Val

Gln

Val

Thr

140

Thr

Val

Ser

Ala

Pro

Ser

Glu

45

Gly

Thr

Tyr

Gly

Tyr

125

Leu

Trp

Leu

Ser

Ser
205

Gly

Arg

30

Trp

Lys

Ala

Phe

Thr

110

Pro

Gly

Asn

Gln

Thr
190

Ser

Ala

15

Ser

Ile

Phe

Tyr

Cys

95

Thr

Leu

Cys

Ser

Ser
175

Trp

Thr

Ser

Trp

Gly

Lys

Met

80

Ala

Leu

Ala

Leu

Gly
160

Asp

Pro

Lys



< 223> péptido recombinante

<400> 22

Asp

1

Asp

Ile

His

Ser

65

Glu

Thr

Pro

Gly

Asn

145

Asn

Ser

Thr

Phe

Ile

Lys

Ala

Tyr

50

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

130

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
210

<210> 23

Gln

Val

Trp

35

Thr

Ser

Ile

Gly

Val

115

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu

195

Lys

<211> 218

<212>PRT

Leu

Thr

20

Tyr

Ser

Gly

Ala

Gly

100

Ser

Val

Trp

Thr

Thr

180

Ala

Asn

Thr

Ile

Gln

Thr

Arg

Thr

85

Gly

Ile

Val

Lys

Asp

165

Leu

Thr

Glu

Gln

Thr

His

Leu

Asp

70

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

150

Gln

Thr

His

Ser

Cys

Lys

Gln

55

Tyr

Tyr

Lys

Pro

Phe

135

Asp

Asp

Lys

Lys

ES 2 650 804 T3

Pro

Lys

Pro

40

Pro

Ser

Cys

Leu

Pro

120

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
200

Ser

Ala

25

Gly

Gly

Phe

Leu

Glu

105

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

185

Ser

Ser

10

Ser

Lys

Ile

Ser

Gln

90

Ile

Ser

Asn

Glu

Asp

170

Tyr

Thr

92

Leu

Gln

Arg

Pro

Ile

75

Tyr

Lys

Glu

Phe

Arg

155

Ser

Glu

Ser

Ser

Asp

Ser

Ser

60

Ser

Asp

Arg

Gln

Tyr

140

Gln

Thr

Arg

Pro

Ala

Ile

Arg

45

Arg

Asn

Asn

Ala

Leu

125

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
205

Ser

Asn

30

Leu

Phe

Leu

Leu

Asp

110

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

190

Val

Leu

15

Asn

Leu

Ser

Glu

Leu

95

Ala

Ser

Asp

Val

Met

175

Ser

Lys

Gly

Tyr

Ile

Gly

Pro

80

Arg

Ala

Gly

Ile

Leu

160

Ser

Tyr

Ser



ES 2 650 804 T3

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<220>

< 221> misc_feature

< 222> (2)..(2)

< 223> Xaa puede ser cualquier aminoacido presente en la naturaleza

<400> 23

Val Xaa Leu Gln Gln Ser Gly Ala Glu Leu Val Arg
1 5 10

Val Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Tyr Thr Phe
20 25

Met His Trp Val Lys Gln Ser His Ala Lys Ser Leu
35 40

Val Ile Thr Asn Tyr Tyr Gly Asp Ala Ser Tyr Asn
50 55 60

Gly Lys Ala Thr Met Thr Val Asp Lys Ser Ser Ser
65 70 75

Glu Leu Ala Arg Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Ile
85 90

93

Pro

Thr

Glu

45

Gln

Thr

Tyr

Gly

Asp

30

Trp

Lys

Ala

Tyr

Val

15

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys
95

Ser

Ala

Gly

Lys

Met

80

Ala



10

15

Arg

Gly

Tyr

Leu

145

Trp

Leu

Ser

Ser

Gly

Thr

Pro

130

Gly

Asn

Gln

Thr

Ser
210

<210> 24

<211>20

Gly

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Ser

Trp

195

Thr

<212>PRT

Tyr

100

Leu

Ala

Leu

Gly

Asp

180

Pro

Lys

Asp

Thr

Pro

Val

Ser

165

Leu

Ser

Val

Gly

Val

Gly

Lys

150

Leu

Tyr

Glu

Asp

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 24

Tyr

Ser

Ser

135

Gly

Ser

Thr

Thr

Lys
215

ES 2 650 804 T3

Tyr

Ser

120

Ala

Tyr

Ser

Leu

Val

200

Lys

Val

105

Ala

Ala

Phe

Gly

Ser

185

Thr

Leu

Asp

Lys

Gln

Pro

Val

170

Ser

Cys

Glu

Phe

Thr

Thr

Glu

155

His

Ser

Asn

Asp

Thr

Asn

140

Pro

Thr

Val

Val

Tyr

Pro

125

Ser

Val

Phe

Thr

Ala
205

Trp

110

Pro

Met

Thr

Pro

Val

190

His

Gly

Ser

Val

Val

Ala

175

Pro

Pro

Gln

Val

Thr

Thr

160

Val

Ser

Ala

Ser Cys Pro His Arg Leu Arg Glu His Leu Glu Arg Gly Arg Gly Asn

1

Leu Glu Trp Lys

<210> 25

<211>20

<212>PRT

20

5

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> péptido recombinante

10

94

15
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15

20

ES 2 650 804 T3

<400> 25

Glu Arg Gly Arg Gly Asn Leu Glu Trp Lys Glu Pro Pro Ser Met Arg
1 5 10 15

Leu Lys Ala Arg
20

<210> 26

<211>20

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 26

Cys Ser Ala Phe Ser Phe Tyr Pro Pro Glu Leu Gln Leu Arg Phe Leu
1 5 10 15

Arg Asn Gly Leu
20

<210> 27

<211>20

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 27

Ala Pro Gly Thr Pro Ala Phe Trp Val Ser Gly Trp Leu Gly Pro Gln
1 5 10 15

Gln Tyr Leu Ser
20

<210> 28
<211>13
<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

95



10
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25
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<220>
< 223> péptido recombinante
<400> 28

Ser Gly Ser Ser Ser Asn Ile Gly Ser Asn Thr Val Ser
1 5 10

<210> 29

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 29

Ser Asp Asn Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 30

<211> 11

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 30

Ala Ala Trp Asp Asp Ser Leu Lys Gly Trp Val
1 5 10

<210> 31

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 31

96
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15

20

25
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Asp Tyr Thr Met Ser
1 5

<210> 32

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 32

Ser Ile Trp Ser Ser Gly Gly Ala Thr Val Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
<210> 33

<211> 11

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 33

Asp Ile Arg Gly Ser Arg Asn Trp Phe Asp Pro
1 5 10

<210> 34

<211> 14

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 34

Thr Gly Thr Gly Ser Asp Val Gly Ser Tyr Asn Leu Val Ser
1 5 10

97
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<210> 35

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 35

Gly Asp Ser Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 36

<211>10

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 36

Cys Ser Tyr Ala Gly Ser Gly Ile Tyr Val
1 5 10

<210> 37

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 37

Glu Tyr Ala Met Gly
1 5

<210> 38
<211>17

<212>PRT

98
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< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 38

Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 39

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 39

Leu Ser Thr Gly Glu Leu Tyr
1 5

<210> 40

<211> 16

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 40

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Tyr Asn Tyr Leu Asp
1 5 10 15

<210> 41

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

99
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< 223> péptido recombinante
<400> 41

Leu Val Ser Asn Arg Ala Ser
1 5

<210> 42

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 42

Met Gln Ala Gln Gln Thr Pro Ile Thr
1 5

<210> 43

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 43

Ile Tyr Ser Met Thr
1 5

<210> 44

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 44

100
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15

20

25

ES 2 650 804 T3

Ser Ile Val Pro Ser Gly Gly Glu Thr Ser Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
<210> 45

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 45

Gly His Ser Gly Val Gly Met Asp Val
1 5

<210> 46

<211> 16

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 46

Arg Ser Ser Gln Ser Leu Leu His Gly Asn Gly His Thr Tyr Leu Asp
1 5 10 15

<210> 47

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 47

Leu Val Ser Asn Arg Ala Ser

1 5

101
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<210> 48

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 48

Met Gln Gly Leu Gln Thr Pro Arg Thr
1 5

<210> 49

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 49

Phe Tyr Ser Met Thr
1 5

<210> 50

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 50

Gly Ile Arg Ser Ser Gly Gly Ser Thr Arg Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10

Gly

<210> 51

<211>9

102
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<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 51

Gly Trp Gly Leu Asp Ala Phe Asp Val
1 5

<210> 52

<211>16

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 52

Arg Ser Ser Leu Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Tyr Ile Tyr Leu Asp

1 5 10
<210> 53

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 53

Leu Gly Ser His Arg Ala Ser
1 5

<210> 54

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>
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< 223> péptido recombinante
<400> 54

Met Gln Pro Leu Gln Thr Pro Tyr Thr
1 5

<210> 55

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 55

Tyr Tyr His Met Asn
1 5

<210> 56

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 56

Val Ile Ser Pro Ser Gly Gly Val Thr Met Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10

Gly
<210> 57

<211>6

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 57
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Gly Lys Ala Phe Asp Ile
1 5

<210> 58

<211> 11

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 58

Ser Gly Asp Lys Leu Gly Asp Lys Tyr Val Ser
1 5 10

<210> 59

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 59

Gln Asp Asn Arg Arg Pro Ser
1 5]

<210> 60

<211> 11

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 60

Gln Ala Trp Leu Ser Asn Thr Ala Ser Val Ala
1 5 10

<210> 61
<211>5
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<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 61

Phe Tyr Gly Met His
1 5

<210> 62

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 62

Gly Ile Tyr Ser Ser Gly Gly Ile Thr Gly Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
<210> 63

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 63

Gly Leu Arg Thr Phe Asp Tyr
1 5

<210> 64
<211> 11
<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
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<220>
< 223> péptido recombinante
<400> 64

Arg Ala Ser Gln Pro Val Gly Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 65

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 65

Gly Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 5

<210> 66

<211>10

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 66

Gln His Tyr Gly His Ser Pro Pro Tyr Thr
1 5 10

<210> 67

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 67
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Ser Tyr Ala Met Tyr
1 5

<210> 68

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 68

Arg Ile Val Pro Ser Gly Gly Gly Thr Met Tyr Ala Asp Ser Val Gln
1 5 10 15

Gly

<210> 69

<211>4

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 69

Gly Met Asp Val
1

<210> 70

<211> 11

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 70

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10
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<210> 71

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 71

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 5

<210> 72

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 72

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Leu Thr
1 5

<210> 73

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 73

Asn Tyr Asn Met Ser
1 5

<210> 74
<211>17

<212>PRT
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< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 74

Tyr Ile Ser Pro Ser Gly Gly Ser Thr Trp Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 75

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 75

Tyr His Tyr Gly Met Asp Val
1 5

<210> 76

<211> 11

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 76

Arg Ala Ser Gln Ser Ile Ser Asn His Leu Val
1 5 10

<210> 77

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>
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< 223> péptido recombinante
<400> 77

Asp Ala Ser Asn Arg Ala Thr
1 5

<210> 78

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 78

Gln Gln Arg Ser Asn Trp Pro Pro Thr
1 5

<210> 79

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 79

Tyr Tyr Gly Met Thr
1 5

<210> 80

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 80
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Ser Ile Ser Pro Ser Gly Gly His Thr Ser Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10

Gly
<210> 81

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 81

Gly Pro Glu Tyr Phe Phe Gly Val Tyr
1 5

<210> 82

<211> 11

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 82

Arg Ala Ser Gln Ser Val Gly Ser Tyr Leu Asn
1 5 10

<210> 83

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 83

Ala Ala Tyr Ile Leu Gln Ser

1 5
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<210> 84

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 84

Gln Gln Ser Tyr Ser Asn Arg Ile Thr
1 5

<210> 85

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 85

Ala Tyr Asn Met Ile
1 5

<210> 86

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 86

Ser Ile Gly Pro Ser Gly Gly Lys Thr Val Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10

Gly

<210> 87

<211> 11
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<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 87

Val Arg Ser Gly Phe Trp Ser Gly His Asp Tyr
1 5 10

<210> 88

<211>12

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 88

Arg Ala Ser Gln Ser Val Ser Ser Ser Tyr Leu Ala
1 5 10

<210> 89

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 89

Gly Ala Ser Ser Arg Ala Thr
1 5

<210> 90

<211>9

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>
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< 223> péptido recombinante
<400> 90

Gln Gln Tyr Gly Ser Ser Pro Arg Thr
1 5

<210> 91

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 91

His Tyr Gly Met Ser
1 5

<210> 92

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 92

Tyr Ile Arg Pro Ser Gly Gly Lys Thr Ile Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10

Gly
<210> 93

<211>13

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 93
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Asp Ser Trp Gly Ser Phe Pro Asn Asp Ala Phe Asp Ile

1

<210> 94

<211> 339

<212> ADN

5

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> polinuclestido recombinante

<400> 94

caagacatcc
tccatctcct
tggtacctgce

gcctcegggg
atcagcagag

ccgatcacct

<210> 95

<211> 339

< 212> ADN

agatgaccca
gcaggtctag
agaggccagg
tccectgacag
tggaggctga

tcggccaagg

< 213> Secuencia Artificial

<220>

gtctccagac
tcagagcctc
gcagtctccg
gttcagtggc
agatgctgga

gacacgactg

< 223> polinuclestido recombinante

<400> 95

caagacatcc
tccatgtcct

tggtacctgce

gcctcecgggg
atcagcagag

ccgtacactt

<210> 96

<211> 324

< 212> ADN

agatgaccta
gcaggtctag
agaggccagg
tceccectgacag
tggaggcgga

ttggccaggyg

gtctccactc
tctgagcctc
acagtctcca
gttcagtggc
ggatgttggg

gaccaagctg

10

tccectgeceg
ctgcatagta
cagctcctga
agtgggtcag
ttttattact

gagattaaa

tcecectgeceg
ctgcatagta
cagctcctga
agtgggtcag
gtttattact

gagatcaaa

116

tcacccctgg
atggatacaa
tctatttggt
gcacagattt

gcatgcaagc

tcacccctgg
atggatacat
tgtatttggg
gcacagattt

gcatgcaacc

agagccggcc
ctatttggat
ttctaatcgg
tacactgaaa

tcaacaaact

agagccggcce
ctatttggat
ttctcatcgg
tacactgaac

tctacaaact

60

120

180

240

300

339

60

120

180

240

300

339
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<220>
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< 223> polinuclestido recombinante

<400> 96

caagacatcc
accatcactt
ccaggcgaag
tcgaggttca
cctgaagatt

cctgggacca

<210> 97

<211> 339

< 212> ADN

agatgaccca
gccgggcaag
cccecctaaggce
gtggcagcgg
ttgcaactta

gagtggatgt

< 213> Secuencia Artificial

<220>

gtctccatcc
tcagagcgtt
cctgatctat
ctctgggaca
ttactgtcaa

caaa

< 223> polinuclestido recombinante

<400> 97

caagacatcc
tccatctcct
tggtatctgc

gccteegggy

atcagcagag

ccgaggacgt

<210> 98

<211> 324

< 212> ADN

agatgaccca
gcaggtctag
agaagccagg
tcccectgacag

tggaggctga

tcggccaggg

< 213> Secuencia Artificial

<220>

gtctccactc
tcagagcctc
gcagtctcca
gttcagtggc

agatgttggg

gaccaaggtg

< 223> polinuclestido recombinante

tcecectgtetg
ggcagttatt
gctgcataca
gatttcactc

cagagttaca

tccectgececg
ctgcacggaa
cagctcctga
agtggatcag

gtttattact

gaaatcaaa

117

catctgtagg
taaattggta
ttttgcaaag
tcaccatcaa

gtaatagaat

tcacccctgg
atggacacac
tctatttggt
gcacagattt

gcatgcaagg

agacagagtc
tcagcagaaa
tggggtccca
cagtctacaa

cactttcggce

agagccggcc
ctatttggat
ttctaatcgg
tacactgaaa

tctacaaact

60

120

180

240

300

324

60

120

180

240

300

339
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<400> 98

caagacatcc
accctctcct
cctggccagg
gccaggttca
cctgaagatt

caagggacac

<210> 99

<211> 327

< 212> ADN

agatgaccca
gcagggccag
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagttta

gactggagat

< 213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 650 804 T3

gtctccagcc
tcagagtatt
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

taaa

< 223> polinuclestido recombinante

<400> 99

caagacatcc
accctctcct
cctggccagg
gccaggttca
cctgaagatt

ggccagggga

<210> 100

<211> 327

< 212> ADN

agatgaccca
gccgggccag
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttggagtgta

ccaagctgga

< 213> Secuencia Artificial

<220>

gtctccagcc
tcagcctgtt
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

gatcaaa

< 223> polinuclestido recombinante

<400> 100

accctgtcectt
agcaaccact
gatgcatcca
gacttcactc

cagcgtagca

accctgtctt
ggcagctact
ggtgcatcca
gacttcactc

cactatggtc

tgtctccagg
tagtctggtt
acagggccac
tcaccatcag

actggcctcc

tgtctccagg
tagcctggta
atagggccac
tcgccatcag

actcacctcc

ggaaagagcc
ccaacagaaa
tggcatccca
cagcctagag

caccttcggce

ggaaacagcc
CCaacCagaaa
tggcatccca
cagcctggag

gtacactttt

caagacatcc agatgaccca gtctccaggc accctgtctt tgtctccagg ggaaagagcc

accctctcect gcagggccag tcagagtgtt agcagcagct acttagcctg gtaccagcag

aaacctggcc aggctcccag gctcctcatc tatggtgcat ccagcagggce cactggcatc

118

60

120

180

240

300

324

60

120

180

240

300

327

60

120

180
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ccagacaggt tcagtggcag tgggtctggg acagacttca ctctcaccat cagcagactg

gagcctgaag attttgcagt gtattactgt cagcagtatg gtagctcacc tcggacgttc

ggccaaggga ccaaggtgga aatcaaa

<210> 101

<211> 330

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> polinuclestido recombinante

<400> 101

cagagcgctt

tcttgttctg

ccaggaacgg

gaccgattcg

tctgaggatg

ttcggcggag

<210> 102

<211> 324

< 212> ADN

tgactcagcc
gaagcagctc
ccecccaaact
ctggctccaa
aggctgaata

ggacaaagct

< 213> Secuencia Artificial

<220>

accctcagcg
caacatcgga
cctcatctat
gtctggcacc
tcactgtgca

gaccgtccta

< 223> polinuclestido recombinante

<400> 102
cagagcgctt
acctgctctg
cagtccccta
ttctctggct
gatgaggctg
ggagggacca

<210> 103

<211> 324

tgactcagac
gagataaatt
tcctactect
ccaattctgg
actaccactg

ggctgaccgt

accctcagtg
gggggataag
ttatcaagac
gaacacagcc
tcaggcgtygg

cctc

tctgagaccc
agtaatactg
agtgataatc
tctgcctcecce

gcatgggatg

tccgtgtccee
tatgtttctt
aacaggcggc
tctctgacca

ctcagcaata

119

ccgggcagag
taagctggta
agcggccectce
tggccatcag

acagcctgaa

ccggacagac
ggtttcaaca
cctctgggat
tcagcgggac

ctgcttcegt

agtcaccatc
ccagcagctc
aggggtccct
tgggctccag

gggttgggtyg

agccaccatc
gaagccaggc
ccctgaacga
ccaggctatg

ggcattcggce

240

300

327

60

120

180

240

300

330

60

120

180

240

300

324
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< 213> Secuencia Artificial

<220>
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< 223> polinuclestido recombinante

<400> 103

caagacatcc
accctctcct
cctggccagg
gccaggttca
cctgaagatt

ggagggacca

<210> 104

<211> 330

< 212> ADN

agatgaccca
gcagggccag
ctcccaggcet
gtggcagtgg
ttgcagttta

aggtggagat

< 213> Secuencia Artificial

<220>

gtctccagcc
tcagagtgtt
cctcatctat
gtctgggaca
ttactgtcag

caaa

< 223> polinuclestido recombinante

<400> 104

cagagcgtct

tcctgcactg

taccccggea

tctagtcgcet

caggctgagg

tttggcagtg

<210> 105

<211>10

<212>PRT

tgactcagcc
ggaccgggag
aagcccccaa
tctctggete
acgaggctga

ggaccaaggt

< 213> Secuencia Artificial

<220>

tgcctcegtyg
tgatgttgga
actcatcatt
caagtctggc
ttattactgt

caccgtccta

< 223> péptido recombinante

accctgtctt
agcagctact
gatgcatcca
gacttcactc

cagcgtagca

tcggggtctc
agttataacc
tatggggaca
aactcggcct

tgctcatatg

120

tgtctccagg
tagcctggta
acagggccac
tcaccatcag

actggcccct

ctggacagtc
ttgtctcctyg
gtcagcggcece
ccctgacaat

caggtagtgg

ggaaagagcc
CCaacCagaaa
tggcatccca
cagcctagag

cactttcggce

gatcaccatc
gtaccaaaag
ctcgggactt
ctctgggctc

catttacgtc

60

120

180

240

300

324

60

120

180

240

300

330
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<400> 105

Glu Pro Pro Ser Met Arg Leu Lys Ala Arg
1 5 10

<210> 106

<211>19

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 106

Cys Ser Ala Phe Tyr Pro Pro Glu Leu Gln Leu Arg Phe Phe Leu Arg
1 5 10 15

Asn Gly Leu

<210> 107

<211> 106

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 107

121
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15

Ser

Glu

Phe

Val

Lys

65

Ser

Glu

Gln

Glu

Tyr

Lys

50

Tyr

His

Lys

Pro

Leu

Pro

35

Ala

Ala

Arg

Thr

Lys

Gln

20

Gly

Gly

Ala

Ser

Val

Ala

Ala

Ala

Val

Ser

Tyr

85

Ala

Asn

Asn

Val

Glu

Ser

70

Ser

Pro

Pro

Lys

Thr

Thr

55

Tyr

Cys

Ala

ES 2 650 804 T3

Thr

Ala

Val

40

Thr

Leu

Gln

Glu

Val

Thr

25

Ala

Lys

Ser

Val

Cys

Thr

10

Leu

Trp

Pro

Leu

Thr

90

Ser

Leu

Val

Lys

Ser

Thr

75

His

<210> 108

<211> 318

< 212> ADN

100

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> polinuclestido recombinante

<400> 108

agtcagccca

gccaacaagqg

gcctggaagg

cagagcaaca

tcccacagaa

gccectgcag

<210> 109

<211> 106

<212>PRT

aggccaaccc
ccacactagt
cagatggcag

acaagtacgc

gctacagctg

aatgctct

< 213> Secuencia Artificial

<220>

cactgtcact
gtgtctgatc
ccccgtcaag

ggccagcagc

ccaggtcacg

105

ctgttcccge

agtgacttct

gcgggagtgg

tacctgagcc

catgaaggga

122

Phe Pro

Cys Leu

30

Ala Asp Gly

45

Lys Gln

60

Pro

Glu Gly

cctcctcectga

acccgggagce

acaccaccaa

tgacgcccga

gcaccgtcca

Pro

Ile

Ser

Glu Gln

Ser

Ser Ser

15

Ser Asp

Ser Pro

Asn Asn

Trp Lys

80

Thr Val
95

ggagctccaa
tgtgacagtg
accctccaaa

gcagtggaag

gaagacadtg

60

120

180

240

300
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< 223> péptido recombinante

<400> 109

Gly Gln Pro

1

Lys Ala Asn Pro Thr

Glu Glu Leu Gln Ala Asn Lys Ala

Phe Tyr Pro

35

20

Gly Ala Val Thr Val

40

Val Lys Ala Gly Val Glu Thr Thr

50

55

Lys Tyr Ala Ala Ser Ser Tyr Leu

65

70

Ser His Arg Ser Tyr Ser Cys Gln

85

Glu Lys Thr Val Ala Pro Thr Glu

<210> 110

<211> 317

< 212> ADN

100

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> polinuclestido recombinante

<400> 110

ggtcagccca
ccaacaaggc
cttggaaggc
agagcaacaa

cccacagaag

cccctacaga

<210> 111

<211> 116

<212>PRT

aggccacccc
cacactagtg
agatggcagc
caagtacgcg

ctacagctgc

atgttca

acggtcactc
tgtctgatca
cccgtcaagg
gccagcagcet

caggtcacgc

Val Thr Leu
10

Thr Leu Val
25

Ala Trp Lys

Lys Pro Ser

Ser Leu Thr
75

Val Thr His
90

Cys Ser
105

tgttcccgece
gtgacttcta
cgggagtgga
acctgagcct

atgaagggag

123

Phe Pro Pro

Cys Leu Ile

30

Ser Ser
15

Ser Asp

Ala Asp Gly Ser Pro

45

Lys Gln Ser

60

Pro Glu Gln

Glu Gly Ser

ctcctctgag

cccgggagcet

gacgaccaaa

gacgcccgag

caccgtggag

Asn Asn

Trp Lys
80

Thr Val
95

gagctccaag
gtgacagtgg
ccctccaaac
cagtggaagt

aagacagtgg

60

120

180

240

300

317
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< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 111

Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Thr

<210> 112

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Val

Arg

Gly

Ile

Arg

Met

Leu

Ser
115

<211> 349

< 212> ADN

< 213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Leu

20

Trp

Gly

Phe

Asn

Ser

100

Ser

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Thr

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gly

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Glu

< 223> polinuclestido recombinante

<400> 112

gaagttcaat tgttagagtc tggtggcggt cttgttcagc ctggtggttc tttacgtctt
tcttgcgctg cttccggatt cactttctcect gagtacgcta tgggttgggt tcgccaagcet

cctggtaaag gtttggagtg ggtttcttct atcggttctt ctggtggcca gactaagtat

ES 2 650 804 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Leu

Gly

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

Tyr
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Trp

124

Leu

Phe

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Gly

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gln

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gly

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Gly

15

Glu

Gln

Ser

Leu

Tyr

95

Leu

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val

120

180



10

15

gctgactccg ttaaaggtcg cttcactatc tctagagaca acttctaaga atactctcta

cttgcagatg aacagcttaa gggctgagga cacggccgtg tattactgtg cgagactctc

ES 2 650 804 T3

aacaggggag ctctactggg gccagggcac cctggtcacc gtctcaagc

<210> 113

<211>110

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 113

Glu Val Gly

1

Ser

Tyr

Ser

Lys

65

Leu

Ala

<210> 114

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Tyr

<211> 331

< 212> ADN

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Trp
100

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Gly

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Gln

< 213> Secuencia Artificial

<220>

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Gly

< 223> polinuclestido recombinante

<400> 114

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Thr

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Leu
105

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Val

125

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ser

75

Thr

Thr

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Ser

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Ser
110

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Gly

Ala

Val

Val

Tyr

80

Cys

240

300

349



gaggtgcagc
cctgtgcagc

cagggaaggg

cagactccgt

tgcaaatgaa

gggccagggce

<210> 115

<211> 338

<212>PRT

tgttggagtc
ctctggattc
gctggagtgg
gaagggccgg
cagcctgaga

accctggtca

< 213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2 650 804 T3

tggggaggct

acctttagca
gtctcagcta

ttcaccatct

gccgaggaca

ccgtctcatc

< 223> péptido recombinante

<400> 115

tggtacagcc
gctatgccat
ttagtggtag

ccagagacaa

cggccgtata

a

126

tggggggtcc
gagctgggtc
tggtggtagce

ttccaagaac

ttactgtgcg

ctgagactct
cgccaggctc
acatactacg

acgctgtatc

aaagatactg

60

120

180

240

300

331



Ala

Ser

Phe

Gly

Leu

65

Ile

Pro

Leu

Thr

Val

145

Val

Ser

Ser

Thr

Pro

Val

50

Ser

Cys

Lys

Leu

Leu

130

Ser

Glu

Thr

Thr

Ser

Glu

35

His

Ser

Asn

Ser

Gly

115

Met

His

Val

Tyr

Lys

Gly

20

Pro

Thr

Val

Val

Cys

100

Gly

Ile

Glu

His

Arg

Gly

Gly

Val

Phe

Thr

Asn

85

Asp

Pro

Ser

Asp

Asn

165

Val

Pro

Thr

Thr

Pro

Val

70

His

Lys

Ser

Arg

Pro

150

Ala

Val

Ser

Ala

Val

Ala

55

Pro

Lys

Thr

Val

Thr

135

Glu

Lys

Ser

ES 2 650 804 T3

Val

Ala

Ser

40

Val

Ser

Pro

His

Phe

120

Pro

Val

Thr

Val

Phe

Leu

25

Trp

Leu

Ser

Ser

Thr

105

Leu

Glu

Lys

Lys

Leu

Pro

10

Gly

Asn

Gln

Ser

Asn

90

Cys

Phe

Val

Phe

Pro

170

Thr

127

Leu

Cys

Ser

Ser

Leu

75

Thr

Pro

Pro

Thr

Asn

155

Arg

Val

Ala

Leu

Gly

Ser

60

Gly

Lys

Pro

Pro

Cys

140

Trp

Glu

Leu

Pro

Val

Ala

45

Gly

Thr

Val

Cys

Lys

125

Val

Tyr

Glu

His

Ser

Lys

30

Leu

Leu

Gln

Asp

Ala

110

Pro

Val

Val

Gln

Gln

Ser

15

Asp

Thr

Tyr

Thr

Lys

95

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

175

Asp

Lys

Tyr

Ser

Ser

Tyr

80

Lys

Glu

Asp

Asp

Gly

160

Asn

Trp



ES 2 650 804 T3

180 185 190

Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro
195 200 205

Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu
210 215 220

Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr
225 230 235 240

Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu
245 250 255

Thr Cys Leu Asx Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp
260 265 270

Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val
275 280 285

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Tyr Val Asp
290 295 300

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
305 310 315 320

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
325 330 335

Gly Lys
<210> 116

<211> 338

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 116

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser Val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Val Lys Asp Tyr
20 25 30

128



Phe

Gly

Leu

65

Ile

Pro

Leu

Thr

Val

145

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

225

Thr

Thr

Glu

Pro

Val

50

Ser

Cys

Lys

Leu

Leu

130

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

210

Gln

Leu

Cys

Ser

Glu

His

Ser

Asn

Ser

Gly

115

Met

His

Val

Tyr

Gly

195

Ile

Val

Pro

Leu

Asn

Pro

Thr

Val

Val

Cys

100

Gly

Ile

Glu

His

Arg

180

Lys

Glu

Tyr

Pro

Asx

260

Gly

Val

Phe

Thr

Asn

85

Asp

Pro

Ser

Asp

Asn

165

Val

Glu

Lys

Thr

Ser

245

Lys

Gln

Thr

Pro

Val

70

His

Lys

Ser

Arg

Pro

150

Ala

Val

Tyr

Thr

Leu

230

Arg

Gly

Pro

Val

Ala

55

Pro

Lys

Thr

Val

Thr

135

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

215

Pro

Glu

Phe

Glu

ES 2 650 804 T3

Ser Trp Asn Ser
40

Val Leu Gln Ser

Ser Ser Ser Leu
75

Pro Ser Asn Thr
90

His Thr Cys Pro
105

Phe Leu Phe Pro
120

Pro Glu Val Thr

Val Lys Phe Asn
155

Thr Lys Pro Arg
170

Val Leu Thr Val
185

Cys Lys Val Ser
200

Ser Lys Ala Lys

Pro Ser Pro Arg
235

Glu Met Thr Lys
250

Tyr Pro Ser Asp
265

Asn Asn Tyr Lys

129

Gly

Ser

Gly

Lys

Pro

Pro

Cys

140

Trp

Glu

Leu

Asn

Gly

220

Glu

Asn

Ile

Thr

Ala

45

Gly

Thr

Val

Cys

Lys

125

Val

Tyr

Glu

His

Lys

205

Gln

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

Leu

Gln

Asp

Ala

110

Pro

Val

Val

Gln

Gln

190

Ala

Pro

Gln

Val

Val

270

Pro

Thr

Tyr

Thr

Lys

95

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

175

Asp

Leu

Arg

Val

Ser

255

Glu

Pro

Ser

Tyr

80

Arg

Glu

Asp

Asp

Gly

160

Asn

Trp

Pro

Glu

Tyr

240

Trp

Val



10

15

ES 2 650 804 T3

275 280 285

Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Tyr Val Asp
290 295 300

Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met His
305 310 315 320

Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro
325 330 335

Gly Lys
<210> 117

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 117

Val Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Pro Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Arg Glu Leu Val
20 25

<210> 118

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 118

Val Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Pro Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Val Asp Ser Tyr
20 25

<210> 119

130



10

15

20

ES 2 650 804 T3

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 119

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr

1 5 10

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ala Ile Gly Asp Ser Tyr
20 25

<210> 120

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 120

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr

1 5 10

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Arg Glu Leu Ile
20 25

<210> 121

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 121

131

15

15



10

15

20

ES 2 650 804 T3

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Arg Glu Leu Ser
20 25

<210> 122

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 122

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Arg Glu Leu Val
20 25

<210> 123

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 123

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Leu Gly Asp Ser Tyr
20 25

<210> 124
<211>29
<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

132



10

15

20

ES 2 650 804 T3

<220>
< 223> péptido recombinante
<400> 124

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Val Asp Ser Phe
20 25

<210> 125

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 125

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Arg Glu Leu Asp
20 25

<210> 126

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 126

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Arg Glu Leu His
20 25

<210> 127

<211>29

133



ES 2 650 804 T3

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 127

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Arg Glu Leu Ser
20 25

<210> 128

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 128

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Asp Asp Ser Tyr
20 25

<210> 129

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 129

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Val Glu Leu Asp
20 25

134



ES 2 650 804 T3

<210> 130

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 130

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Arg Glu Leu Phe
20 25

<210> 131

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 131

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Arg Asp Ser Tyr
20 25

<210> 132

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 132

135



10

15

20

ES 2 650 804 T3

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Asp Asp Phe Tyr
20 25

<210> 133

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 133

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Arg Glu Leu Phe
20 25

<210> 134

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 134

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Arg Glu Leu Tyr
20 25

<210> 135

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

136



ES 2 650 804 T3

< 223> péptido recombinante
<400> 135

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Val Asp Ser Tyr
20 25

<210> 136

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 136

Val Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Pro Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Thr Gly Glu Leu Tyr
20 25

<210> 137

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 137

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Ile Arg Glu Leu His
20 25

<210> 138
<211>29

<212>PRT

137
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15

20
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< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 138

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Thr Gly Glu Leu Tyr
20 25

<210> 139

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 139

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Thr Gly Ala Leu Ser
20 25

<210> 140

<211>29

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 140

Glu Tyr Ala Met Gly Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr
1 5 10 15

Ala Asp Ser Val Lys Gly Leu Ser Thr Gly Glu Leu Tyr
20 25

138



10

15

20

25

ES 2 650 804 T3

<210> 141

<211> 14

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 141

Thr Gly Thr Gly Ser Asp Val Gly Ser Tyr Asn Leu Val Ser
1 5 10

<210> 142

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 142

Gly Asp Ser Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 143

<211>10

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 143

Cys Ser Tyr Ala Gly Ser Gly Ile Tyr Val
1 5 10

<210> 144
<211>5

<212>PRT

139
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25

ES 2 650 804 T3

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 144

Glu Tyr Ala Met Gly
1 5

<210> 145

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

<223> péptido recombinante
<400> 145

Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 146

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 146

Leu Ser Thr Gly Glu Leu Tyr
1 5

<210> 147

<211> 14

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

140



10
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25

ES 2 650 804 T3

< 223> péptido recombinante
<400> 147

Thr Gly Thr Gly Ser Asp Val Gly Ser Tyr Asn Leu Val Ser
1 5 10

<210> 148

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 148

Gly Asp Ser Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 149

<211>10

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 149

Cys Ser Tyr Ala Gly Ser Gly Ile Tyr Val
1 5 10

<210> 150

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 150

Glu Tyr Ala Met Gly
1 5

141
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<210> 151

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 151

Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 152

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 152

Leu Ser Thr Gly Glu Leu Tyr
1 5

<210> 153

<211>14

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 153

Thr Gly Thr Gly Ser Asp Val Gly Ser Tyr Asn Leu Val Ser
1 5 10

<210> 154
<211>7

142
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<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 154

Gly Asp Ser Gln Arg Pro Ser
1 5]

<210> 155

<211>10

<212>PRT

< 213> Secuencia Atrtificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 155

Cys Ser Tyr Ala Gly Ser Gly Ile Tyr Val
1 5 10

<210> 156

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 156

Val Tyr Ala Met Gly
1 5

<210> 157

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

143
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< 223> péptido recombinante
<400> 157

Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Pro Thr Lys Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 158

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 158

Leu Ser Ile Arg Glu Leu Val
1 5

<210> 159

<211> 14

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 159

Thr Gly Thr Gly Ser Asp Val Gly Ser Tyr Asn Leu Val Ser
1 5 10

<210> 160

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 160

144
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Gly Asp Ser Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 161

<211>10

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 161

Cys Ser Tyr Ala Gly Ser Gly Ile Tyr Val
1 5 10

<210> 162

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 162

Val Tyr Ala Met Gly
1 5

<210> 163

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 163

Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Pro Thr Lys Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

145
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<210> 164

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 164

Leu Ser Ile Val Asp Ser Tyr
1 5

<210> 165

<211> 14

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 165

Thr Gly Thr Gly Ser Asp Val Gly Ser Tyr Asn Leu Val Ser
1 5 10

<210> 166

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 166

Gly Asp Ser Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 167
<211>10

<212>PRT
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< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 167

Cys Ser Tyr Ala Gly Ser Gly Ile Tyr Val
1 5 10

<210> 168

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 168

Glu Tyr Ala Met Gly
1 5

<210> 169

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 169

Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr Ala Asp Ser Val Lys

1 5 10

Gly

<210> 170

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>
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< 223> péptido recombinante
<400> 170

Leu Ser Leu Gly Asp Ser Tyr
1 5

<210> 171

<211> 14

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 171

Thr Gly Thr Gly Ser Asp Val Gly Ser Tyr Asn Leu Val Ser
1 5 10

<210> 172

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 172

Gly Asp Ser Gln Arg Pro Ser
1 5

<210> 173

<211>10

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 173

Cys Ser Tyr Ala Gly Ser Gly Ile Tyr Val
1 5 10
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<210> 174

<211>5

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 174

Glu Tyr Ala Met Gly
1 5

<210> 175

<211>17

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 175

Ser Ile Gly Ser Ser Gly Gly Gln Thr Lys Tyr Ala Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly
<210> 176

<211>7

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> péptido recombinante
<400> 176

Leu Ala Ile Gly Asp Ser Tyr
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15

<210> 177

<211> 111

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 177

Gln

1

Ser

Asn

Ile

Ser

65

Gln

Gly

<210> 178

Ser

Ile

Leu

Ile

50

Gly

Ala

Ile

Val

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Tyr

<211> 111

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Ile

20

Ser

Gly

Lys

Asp

Tyr
100

Thr

Ser

Trp

Asp

Ser

Glu

85

Val

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

< 223> péptido recombinante

<400> 178

Pro

Thr

Gln

Gln

55

Asn

Asp

Gly

ES 2 650 804 T3

Ala

Gly

Lys

40

Arg

Ser

Tyr

Ser

Ser

Thr

25

Tyr

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

150

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Cys

Lys

Gly

Asp

Lys

Leu

60

Thr

Ser

Val

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Ser

Ser

Ala

Val
110

Gly

15

Ser

Lys

Arg

Gly

Gly

95

Leu

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Ser



10

Gln

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

Ser

Ser

Ile

Leu

Ile

50

Gly

Ala

Thr

Ala

Thr

Val
35

Tyr

Ser

Glu

Phe

<210> 179

<211> 105

<212>PRT

Leu

Ile

20

Ser

Glu

Lys

Asp

Tyr
100

ES 2 650 804 T3

Thr Gln Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser Pro Gly Gln
5 10 15

Ser Cys Thr Gly Thr Ser Ser Asp Val Gly Ser Tyr
25 30

Trp Tyr Gln Gln His Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu
40 45

Val Ser Lys Arg Pro Ser Gly Val Ser Asn Arg Phe
55 60

Ser Gly Asn Thr Ala Ser Leu Thr Ile Ser Gly Leu
70 75 80

Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Cys Ser Tyr Ala Gly Ser
85 90 95

Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Leu
105 110

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 179

151



Ser

Glu

Tyr

Lys

Tyr

65

His

Lys

<210> 180

Pro

Leu

Pro

Ala

50

Ala

Arg

Thr

Lys

Gln

Gly

35

Gly

Ala

Ser

Val

<211> 105

<212>PRT

Ala

Ala

20

Ala

Val

Ser

Tyr

Ala
100

Asn

Asn

Val

Glu

Ser

Ser

85

Pro

Pro

Lys

Thr

Thr

Tyr

70

Cys

Ala

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> péptido recombinante

<400> 180

Thr

Ala

Val

Thr

55

Leu

Gln

Glu

ES 2 650 804 T3

Val

Thr

Ala

40

Lys

Ser

Val

Cys

Thr

Leu

25

Trp

Pro

Leu

Thr

Ser
105

Leu

10

Val

Lys

Ser

Thr

His
90

152

Phe

Cys

Ala

Lys

Pro

75

Glu

Pro

Leu

Asp

Gln

60

Glu

Gly

Pro

Ile

Gly

45

Ser

Gln

Ser

Ser

Ser

30

Ser

Asn

Trp

Thr

Ser

15

Asp

Pro

Asn

Lys

Val
95

Glu

Phe

Val

Lys

Ser

80

Glu



Gly

Glu

Tyr

Lys

Tyr

65

His

Lys

Pro Lys

Leu Gln

Pro Gly

35

Ala Gly

50

Ala Ala

Arg Ser

Thr Vval

<210> 181

<211>110

<212>PRT

Ala Asn

Ala Asn
20

Ala Val

Val Glu

Ser Ser

Tyr Ser

85

Ala Pro
100

Pro

Lys

Thr

Thr

Tyr

70

Cys

Thr

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Péptido recombinante

<400> 181

Gln

1

Ser

Asn

Met

Ser
65

Ser Ala

Ile Thr

Leu Val
35

Ile Tyr
50

Gly Ser

Leu Thr

Ile Ser

20

Ser Trp

Glu Val

Lys Ser

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly
70

Thr

Ala

Val

Thr

55

Leu

Gln

Glu

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Asn

ES 2 650 804 T3

Val

Thr

Ala

40

Lys

Ser

Val

Cys

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Thr

Leu

25

Trp

Pro

Leu

Thr

Ser
105

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Leu

10

Val

Lys

Ser

Thr

His
90

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

153

Phe

Cys

Ala

Lys

Pro

75

Glu

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu
75

Pro

Leu

Asp

Gln

60

Glu

Gly

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Pro

Ile

Gly

45

Ser

Gln

Ser

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Ser

Ser

30

Ser

Asn

Trp

Thr

Pro

Gly

30

Pro

Asn

Ser

Ser

15

Asp

Pro

Asn

Lys

Val
95

Gly

15

Ser

Lys

Arg

Gly

Glu

Phe

Val

Lys

Ser

80

Glu

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu
80



10

15
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Gln Ala Glu Asp Glu Ala Asp Tyr Tyr Cys Cys Ser Tyr Ala Gly Ser

85

90

Ser Thr Tyr Val Phe Gly Thr Gly Thr Lys Val Thr Val Leu

100

<210> 182

<211>110

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Péptido recombinante

<400> 182

Gln Ser Ala Leu
1

Ser Ile Thr Ile
20

Asn Leu Val Ser
35

Met Ile Tyr Gly
50

Ser Gly Ser Lys
65

Gln Ala Glu Asp

Gly Ile Tyr Val
100

<210> 183

<211>113

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

Thr

Ser

Trp

Asp

Ser

Glu

85

Phe

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Gly

< 223> Péptido recombinante

<400> 183

Pro

Thr

Gln

Gln

55

Asn

Asp

Thr

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Gly

105

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Thr
105

Val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Lys

154

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Cys

Val

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Thr

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Val

110

Pro

Gly

Pro

Asn

Ser

Ala

Leu
110

95

Gly

15

Ser

Lys

Arg

Gly

Gly
95

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Ser



10

Glu

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Ala

Ser

<210> 184

Val

Leu

Met

Ala

50

Gly

Gln

Lys

Gln

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Ala

<211> 116

<212>PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Phe
100

Leu

Ser

Val

Gly

Thr

Ser

85

Asp

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Ile

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Péptido recombinante

<400> 184

Glu Val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Gly

35

Ile

Arg

Met

Leu

Leu

20

Trp

Gly

Phe

Asn

Leu

Ser

Val

Ser

Thr

Ser
85

Glu

Cys

Arg

Ser

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Trp

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

ES 2 650 804 T3

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ala

Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Gln
105

Gly

Ser

25

Pro

Gln

Asp

Glu

10

Gly Phe

Gly Lys

Thr Tyr

Asn Ser

Asp Thr

90

Gly Thr

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

155

75

Leu

Phe

Lys

Lys

Ser

75

Thr

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Met

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Val

Gln

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Thr
110

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Val

Gly

15

Glu

Trp

Ser

Leu

Tyr
95

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Ser

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys
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15
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Ala Arg Leu Ala Ile Gly Asp Ser Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Met Val

100

Thr Val Ser Ser

<210> 185

115

<211> 111

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Péptido recombinante

<400> 185

Gln

1

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

Gly

<210> 186

<211>99

Ser

Ile

Leu

Ile

50

Gly

Ala

Ile

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Tyr

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Ile

20

Ser

Gly

Lys

Asp

Tyr
100

Thr

Ser

Trp

Asp

Ser

Glu

85

Val

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Phe

< 223> Péptido recombinante

<400> 186

Pro

Thr

Gln

Gln

55

Asn

Asp

Gly

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Thr

105

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Gly
105

Val

10

Gly

Pro

Ser

Ser

Cys

90

Thr

156

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Cys

Lys

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Val

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Thr

110

Pro

Gly

Pro

Asn

Ser

Ala

Val
110

Gly

15

Ser

Lys

Arg

Gly

Gly

95

Leu

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Ser



10

Gln

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

Ser

Ile

Leu

Ile

50

Gly

Ala

Ala

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Ser Thr Phe

<210> 187

<211>99

<212>PRT

Leu

Ile

20

Ser

Glu

Lys

Asp

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu
85

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

< 213> Secuencia Artificial

<220>

< 223> Péptido recombinante

<400> 187

Gln Ser Ala

1

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

Tyr

Val

Tyr

Ile

50

Gly

Ala

Thr

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Phe

Leu

Ile

20

Ser

Asp

Lys

Asp

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu
85

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

ES 2 650 804 T3

Pro Ala Ser Val Ser Gly Ser

Thr Gly

Gln Gln

40

Lys Arg

55

Asn Thr

Asp Tyr

Pro Arg

Thr Gly

Gln Gln
40

Lys Arg
55

Asn Thr

Asp Tyr

Thr Ser

25

His Pro

Pro Ser

Ala Ser

Tyr Cys

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

10

90

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys
90

157

Ser Asp

Gly Lys

Gly Val

Leu Thr

75

Cys Ser

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Cys

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Ser

Val

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Pro Gly Gln

15

Gly Ser

30

Pro

Asn

Ser

Ala

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Ala

Lys

Arg

Gly

Gly
95

Gly

15

Gly

Lys

Arg

Gly

Gly
95

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Ser



10

15

<210> 188

<211>99

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> Péptido recombinante
<400> 188

Gln Ser Ala Leu Thr Gln
1 5

Ser Ile Thr Ile Ser Cys
20

Asn Tyr Val Ser Trp Tyr
35

Met Ile Tyr Glu Val Ser
50

Ser Gly Ser Lys Ser Gly
65 70

Gln Ala Glu Asp Glu Ala
85

Ser Thr Leu

<210> 189

<211>99

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial
<220>

< 223> Péptido recombinante

<400> 189

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Asn

Asp

ES 2 650 804 T3

Ala

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys
90

158

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Ser

Val

Ala

45

Ser

Ile

Tyr

Pro

Gly

30

Pro

Asn

Ser

Thr

Gly

15

Gly

Lys

Arg

Gly

Ser
95

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Ser



10

Gln

Ser

Asn

Met

Ser
65

Gln

Ser

Val

Tyr

Ile
50

Gly

Ala

Ala

Thr

Val
35

Tyr

Ser

Glu

Asn Asn Phe

<210> 190

<211>99

<212>PRT

< 213> Secuencia Artificial

<220>

Leu

Ile

20

Ser

Glu

Lys

Asp

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu
85

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly
70

Ala

< 223> Péptido recombinante

<400> 190

Gln Ser Ala

1

Ser

Asn

Met

Ser

65

Gln

Ser

Val

Arg

Ile

50

Gly

Ala

Thr

Thr

Val

35

Tyr

Ser

Glu

Phe

Leu

Ile

20

Ser

Glu

Lys

Asp

Thr

Ser

Trp

Val

Ser

Glu
85

Gln

Cys

Tyr

Ser

Gly

70

Ala

Pro

Thr

Gln

Lys

55

Asn

Asp

Pro

Thr

Gln

Asn

55

Asn

Asp

ES 2 650 804 T3

Pro

Gly

Gln
40

Arg

Thr

Tyr

Pro

Gly

Gln

40

Arg

Thr

Tyr

Ser

Thr

25

His

Pro

Ala

Tyr

Ser

Thr

25

Pro

Pro

Ala

Tyr

Ala
10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys
90

Val

10

Ser

Pro

Ser

Ser

Cys
90

159

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Ser

Ser

Gly

Gly

Leu

75

Ser

Gly

Asp

Lys

Val

60

Thr

Ser

Gly

Asp

Thr

Val

60

Thr

Leu

Ser

Val

Ala
45

Pro

Val

Tyr

Ser

Val

Ala

45

Pro

Ile

Tyr

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Ala

Pro

Gly

Pro

Asp

Ser

Thr

Gly
15

Gly

Lys

Arg

Gly

Gly

Gly

15

Ser

Lys

Arg

Gly

Ser
95

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Ser

Gln

Tyr

Leu

Phe

Leu

80

Ser
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ES 2 650 804 T3

REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo aislado o un fragmento de unién a antigeno del mismo que comprende una secuencia de dominio
variable de inmunoglobulina de cadena pesada (HC) y una secuencia de dominio variable de inmunoglobulina de
cadena ligera (LC),

en donde las secuencias de dominio variable de inmunoglobulina de cadena pesada y cadena ligera forman un sitio
de unién a antigeno que se une a un FcRn humano tanto a pH 6,0 como a pH 7,5 con una constante de disociacion
(Kp) de no mas de 10 nM, y en donde el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno del mismo comprende seis
CDRs que, en combinacion, son al menos 95% idénticas a:

(a) CDRs de HC 1-3 de M0161-B04, a saber SEQ ID NOS: 174-176 respectivamente, y
(b) CDRs de LC 1-3 de M0161-B04, a saber SEQ ID NOS: 171-173 respectivamente.

2. El anticuerpo segun la reivindicacion 1, en el que la secuencia de dominio variable de HC comprende las CDRs de
HC de M0161-B04, a saber Seq ID NOS: 174-176.

3. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que la secuencia de dominio variable de HC
comprende la secuencia de dominio variable de HC de M0161-B04, a saber SEQ ID NO: 184.

4. El anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que las secuencias de dominio variable de
inmunoglobulina de cadena pesada y cadena ligera forman un sitio de unién a antigeno que se une a FcRn humano
tanto a pH 6,0 como a pH 7,5 con una constante de disociacion (Kp) de menos de 5 nM.

5. Una composiciéon farmacéutica que comprende el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun
una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 y un portador farmacéuticamente aceptable.

6. Un acido nucleico aislado que comprende una secuencia que codifica un polipéptido que comprende el dominio
variable de HC y LC del anticuerpo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4.

7. Una célula hospedadora que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion 6, en donde la célula no esta en
un ser humano.

8. Un método para detectar un FcRn en una muestra, comprendiendo el método:

poner en contacto la muestra con el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1-4;

y detectar una interaccion entre el anticuerpo y el FcRn si esta presente.

9. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para
el uso en la deteccion de FcRn en un sujeto, en donde dicho anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo
comprende ademas un marcador detectable.

10. Un método para modular una actividad de FcRn in vitro, comprendiendo el método:
proporcionar una muestra bioldgica; y

poner en contacto un FcRn en una muestra bioldgica con el anticuerpo o un fragmento de unién a antigeno
del mismo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, modulando de ese modo la actividad del FcRn.

11. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, para el
uso en el tratamiento de un trastorno autoinmunitario y/o la modulacién de los sintomas de un trastorno
autoinmunitario, preferiblemente en donde el trastorno autoinmunitario es un trastorno seleccionado del grupo que
consiste en: artritis reumatoide (RA), lupus eritematoso sistémico (SLE), miastenia grave (MG), enfermedad de
Graves, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), sindrome de Guillain-Barre, miocarditis autoinmunitaria,
glomerulonefritis membranosa, diabetes mellitus, diabetes tipo | o tipo Il, esclerosis multiple, sindrome de Reynaud,
tiroiditis autoinmunitaria, gastritis, enfermedad celiaca, vitiligo, hepatitis, cirrosis biliar primaria, enteropatia
inflamatoria, espondiloartropatias, encefalomielitis autoinmunitaria experimental, neutropenia inmunitaria, diabetes
de comienzo juvenil, respuestas inmunitarias asociadas con hipersensibilidad retardada medada por citocinas,
linfocitos T encontrados tipicamente en la tuberculosis, sarcoidosis, polimiositis, poliarteritis, vasculitis cutanea,
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pénfigo, penfigoide, sindrome de Goodpasture, enfermedad de Kawasaki, esclerosis sistémica, sindrome
antifosfolipidico y sindrome de Sjogren.

161



ES 2 650 804 T3

Anti-hFcRn

0.6

0.6 A

0.5 1

0.4 4

ao

0.3

0.2

Figura 1

162



Titulo en Suero "

70000

60000 -

50000 -

40000 -

30000 -

20000 -

10000

ES 2 650 804 T3

gEEE Anti-hFcRn
ant-hp2M

#182 #185 #187

Figura 2

163



ES 2 650 804 T3

2
r=3
5 -
= 3
= @
= T
= o
= g
=3 <
= @
b o
=] <
= S
= o
=
/ =
12 34567 8 9 1011 1213 14 1516
1 3O ngolAlx sonM 2 8218
14053
5 imm—— 3 6 R
9 [WEERE sa2is 10 3c62
i3 5Cs. ' @i
Figura 3A

164

@

a0

Mejora

Inhibicién

2 345 67 8 910 111213 14

7z 1D 4

S5 11.2 8
18A3.12 12

D48 16

15 16

41

15B6.10

10B4.2




ES 2 650 804 T3

Mejora

404

204

%

Inhibicién

I

e

6 8 9 10 23 456 7 8 910

1 owez higGlAlex SOnM 2 e 41 3 st 4.14 4 wmmm 413 S unsnn 17D3.13

6 wwom 17D3.27 7 == 17D3.29 8 mwmm JCS5.4 9 wmem 7CS5.g8 10 mmuEm 7C5.11

Figura 3B

165



ES 2 650 804 T3

XXX RXHX KKK KK XXX K XKKXX

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 28 30 31 32 33

0 1

-1

Lineas de hibridoma n° 187

0: TMFI del tubo que contiene higG1 marcada con Alexa fluor 488 sola.
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Puntuaciones del enfermedad
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IgG Humana Intravenosa en Ratones Tg32B
(hFcRn +/+, h2m +/+, mFcRn -/-, mp2m -/-)
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10 }
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0.01 : : : : : : ' : -
0 20 40 60 80 100 120 140 160
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tir Cmax AUC
(hr) (mg/ml) _ (hr*mg/ml)
IgG Total 78 10.41 739
Biotina-IgG 87 0.093 719

Figura 18
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FIGURA 23

Controf; t,,= 111 h
M84-B11;1,,=80h
MS55-G12;¢,,=57h
* M90-F11;8,,=38h

P40 @

dosificacion de 50 mg/kg iv
de M84-B11 o M55 G12

20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tiempo, h

5 mg/kg de biotina-IgG +

495 mg/kg de higG iv

* Datos de M90-F11 de un experimento separado
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FIGURA 24
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FIGURA 25
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FIGURA 26

Agregacion de oligo
/A

—
o[ TEDR3]
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Biblioteca 1 Biblioteca 2 HIC-(IIODT:;osciIante
Tamaiio esperado: 10E9 Tamaiio esperado: 5x10e8 Tamaio esperado: 5x10e6
Resultados: Resultados: Resultados:
Biblioteca secundaria transpuesta de LC kappa: 5E+08 Biblioteca secundaria de VH CDR1-2: Biblioteca s.ecundaria oscilada de VH CDR3:
Biblioteca sencundaria transpuesta de LC lambda: 6E+08 2E+09 E+07 a E+08 ’

193



ES 2 650 804 T3

PBS

M171-20146G
M171-A0345G
M158-A07-gG
M161-8044G
SIAMITIANFab

s _B-3 Nel J

100

biotina-hlgG en suero
(% niveles 24 h)

IgGFab Dyrax i.v.

| _

0 220 40 &0 80 100 120 140 160 180

1\ Tiempo (h)

495 mg/kg higG + 5
mglkg biotina-hlgG i.v.

FIGURA 27

higG en suero
(% niveles 24 h)

194

PBS

MI71-A014gG
Mi74-A03HgG
M1S3-A074gG
M161-B044gG
SRAMITI-AO3Fab

100

Om>ae0@

IgGFab Dyrax i.v.

| B

Q 20 40 60 80 100 120 140 160 180
/y\ Tiempo (h)
495 mg/kg hlgG + 5

mglkg biotina-hlgG i.v.



100

biotina-hlgG en suero
(% niveles 24 h)

ES 2 650 804 T3

FIGURA 28
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FIGURA 29

532A-M0090~F11 (532A-R0004-E04)
LIGERA: V:VL2_2b2; J:JL1

FR1-L CDR1-L FR2-L CDR2-L
532A-M0090-F11: QSVLTQPASVSGSPGQSITISC TGTGSDVGSYNLVS WYQKYPGKAPKLIIY GDSQRPS
LINEA GERMINAL: QSALTQPASVSGSPGQSITISC TGTSSDVGSYNLVS WYQQHPGKAPKLMIY EVSKRPS

FR3-L CDR3-L FR4-L
532A-M0090-F11: GLSSRFSGSKSGNSASLTISGLQAEDEADYYCC SYAGSGIYYV FGSGTKVTVL
LINEA GERMINAL: GVSNRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYCC SYAGSSTFYV FGTGTKVTVL

532A-M0090-F11 (SEQ ID NO: 177);
LINEAGERM. (SEQ ID NO: 178)

L.C-lambdal

532A-M0090-F11-C
SPKANPTVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADGSPVKAGVETTKPSKQSNNKYAASSYL

LINEA GERMINAL-C
GPKANPTVTLFPPSSEELQANKATLVCLISDFYPGAVTVAWKADGSPVKAGVETTKPSKQSNNKYAASSYL

532A-M0090-F11-C  SLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPAECS (SEQ ID NO: 179)
LINEA GERMINAL-C: SLTPEQWKSHRSYSCQVTHEGSTVEKTVAPTECS (SEQ ID NO: 180)

PESADA: V:VH3-23; J:JH4

FR1-H CDR1-H FR2-H CDR2-H

532A-M0090-F11: EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS EYAMG WVRQAPGKGLEWVS
SIGSSGGQTKY
LINEA GERMINAL: EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS SYAMS WVRQAPGKGLEWVS
AISGSGGSTYY

FR3-H CDR3-H FR4-H
532A-M0090-F11: ADSVKG RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR LSTGELY WGQGTLVTVSS
LINEA GERMINAL: ADSVKG RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK Y WGQGTLVTVSS

532A-M0090~-F11 (SEQ ID NO: 111);
LINEAGERM. (SEQ ID NO: 113)
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FIGURA 30

ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTS

PERVEFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVIVLITVLHQDW

KT ISKAKGQPREPQVYTLPPSPREPQVYT

(a, z) (SEQ ID NO: 115)
(f) (SEQ ID NO: 116)
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FIGURA 31 Catabolismo de hlgG en Ratones Tg32B
X Vehiculo
A 5mglkg AO1
@® 10 mg/kg A01
A 10 ¢ B 20 mglkg AO1
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= 1t
E :
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E
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o
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01
inyeccion inyeccién
[ intrav_e nosa intravenosa
[de iﬂt'cuerpo de anticuerpo
001 n i 1 1 1 1 . il i 1 n ] " ]
0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo, h
500 mg/kg higG, iv
B
Catabolismo de hlgG en Ratones Tg32B
x Vehiculo
A 5mg/kg AO1
@ 10 mg/kg AO1
100 | W 20 mg/kg AO1
[ A 5 mg/kg BO4
O 10 mg/kg B04
0O 20 mg/kg BO4

10 ¢

higG, % 24 h

L inyeccion
intravenosa intravenosa
1 fde anticuerpo de anticuerpo

50 100 150 200 250 300 350
Tiempo, h

inyeccion

500 mg/kg higG, iv
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FIGURA 32

Catabolismo de higG en Ratones Tg32B

500 mg/kg hlgG, iv
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FIGURA 33
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FIGURA 34

Grupo 2 - 5 mg/kg, iv
14
—&— Tiempo (dia) vs G2 #C34765

12 1 . —©~ Tiempo (dia) vs G2 #C34788
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FIGURA 35

Grupo 4 - 20 mg/kg, iv

A (C34849
O C34850
€ C34789
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FIGURA 36

A Grupo 1 -Control
O Grupo 2-5mglkgiv
O Grupo 3-5mglkg sc
v Grupo 4 - 20 mg/kg iv
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FIGURA 37

A Grupo 1 Control
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FIGURA 37

A Grupo 1 Control
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FIGURA 37

Grupo 1 Control
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Grupo 3 5mg/kg sc
Grupo 4 20mg/kg iv
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FIGURA 38

DX-2504 (532A-M0161-B04)
Gen V ligera = VL2_2b2; gen J = JL1

, FR1-L FR2-L CDR2-L
LINEAGERMINAL:  QSALTQPASVSGSPGQSITISC WYQQHPGKAPKLMIY EVSRRI
DX-2504: QSALTQPASVSGSPGQSITISC LGTGSDV | WYQQHPGKAPKLMIY GO

, FR3-L CDR3-L  FR4-L
LINEAGERMINAL: GVSNRFSGSKSGNTASLTISGLOAEDEADYYC GEYAGSSIYVi FGTGTKVTIVL
DX-2504: GVSNRFSGSKSGNTASLTISGLOAEDEADYYC €SY /i FGTGTKVIVL

LINEA GERMINAL: (SEQ ID NO: 181); DX-2504 (SEQ ID NO: 182)

Gen V pesada = VH3-23 ; gen J = JH3

FR1-H CDR1-~-H FR2-H
CDR2-H

LINEAGERMINAL E:VQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGF’I‘FS ’%Y & WVRQAPGKGLEWVS

YADS
EVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFS EYAME WVRQAPGKGLEWVS

bz

) FR3-H CDR3-H  FR4-H
LINEAGERMINAL: RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAK [ WGQGTMVTVSS
DX-2504: RFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCAR LAl WGQGTMVTVSS

LINEA GERMINAL: (SEQ ID NO: 183); DX-2504 (SEQ ID NO: 184)

Alineamientos principales frente a secuencias germinales

DX-2504: QSALTQPASVSGSPGQSITISC
VL2 2b2: QSALTQPASVSGSPGQSITISC
VL2 2e2: QSALTQPRSVSGSPGQSVTISC
VL2 2a2: QSALTQPASVSGSPGQSITISC
VL2 2c: QSALTQPPSASGSPGQSVTISC
VL2 2d: QSALTQP?SVSGSPGQSVTISC

WYQQHPGKAPKLMIY gﬁﬁ S
WYQQHPGKAPKLMIY§ !
WYQOHPGKAPKLMIY
WYQQHPGKAPKLMIY

DX-2504:
VL2 2b2:
VL2_2e2:
VL2_2a2:
VL2 2c:

VL2 2d: GVPDRFSGSKSGNTASLTISGLQAEDEADYYC §Ly§§S‘M§

DX-2504: SEQ ID NO: 185; VL2 2b2: SEQ ID NO: 186; VL2 2e2: SEQ ID NO: 187;

VL2 _2a2: SEQ ID NO: 188; VL2_2c: SEQ ID NO: 189; VL2 d: SEQ ID NO: 190;
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