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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para inhibir células que expresan CD32B
Campo técnico

La presente descripcion se refiere a métodos para inhibir células que expresan el receptor Fc gamma CD32b
(FcyRIIb), a composiciones de inmunoglobulina que pueden ser Utiles para dichos métodos, y a la aplicacion de
dichas composiciones para tratar trastornos inmunes y malignidades hematolégicas.

Antecedentes

El reconocimiento de antigenos por parte de las células B esta mediado por el receptor de células B (BCR), una
inmunoglobulina ligada superficialmente que forma complejo con los componentes de sefializacion CD79a (Ig[alfa]) y
CD79b (Ig[beta]). El reticulamiento del BCR tras la union con el antigeno da como resultado la fosforilacion de
estructuras de activacion basadas en tirosina inmunorreceptoras (ITAMs) dentro de CD79a y CD79b, iniciando una
cascada de eventos de sefalizacion intracelular que reclutan moléculas subsidiarias a la membrana y estimulan la
movilizacién del calcio. Esto conduce a la induccion de varias respuestas de célula B (p.ej., supervivencia celular,
proliferacion celular, produccion de anticuerpos, presentacion de antigenos, diferenciacion, etc.) las cuales conducen
a una respuesta inmune humoral (DeFranco, A.L., 1997, Curr. Opin. Immunol. 9, 296-308; Pierce, S. K., 2002, Nat.
Rev. Immunol. 2, 96-105; Ravetch, J.V. y Lanier, L. L., 2000, Science 290, 84-89). Otros componentes del complejo
de co-receptor BCR potencian (p.ej., CD19, CD21 y CD81) o suprimen (p.ej., CD22 y CD72) la activacion de sefiales
de BCR (Doody, G. M. et al., 1996, Curr. Opin. Immunol. 8, 378-382; Li, D. H. et al., 2006, J. Immunol. 176, 5321-
5328). De este modo, el sistema inmune mantiene multiples mecanismos reguladores de BCR para asegurar que las
respuestas de célula B estan controladas estrechamente.

Cuando se producen anticuerpos para un antigeno, el nivel en circulacion de los complejos inmunes (p.€j., antigeno
ligado a anticuerpo) aumenta. Estos complejos inmunes regulan a la baja la activacion de células B inducida por
antigeno. Se cree que dichos complejos inmunes regulan a la baja la activacion de células B inducida por antigeno
co-enfrentando BCR cognado con el receptor inhibidor de baja afinidad FcyRIIb, el unico receptor de IgB en las
células B (Heyman, B., 2003, Immunol. Lett. 88, 157-161). También se cree que esta retroalimentacion negativa de
la producciéon de anticuerpos requiere la interaccion del dominio Fc de anticuerpo con FcyRIIb puesto que los
complejos inmunes que contienen fragmentos de anticuerpo F(ab’)2 no son inhibidores (Chan, P.L. y Sinclair, N. R,
1973, Immunology 24, 289-301). La estructura inhibidora basada en tirosina de inmunorreceptor intracelular (ITIM)
de FcyRIIb es necesaria para inhibir las sefales intracelulares inducidas por BCR (Amigorena, S. et al., 1992,
Science 256, 1808-1812; Muta, T., et al., 1994, Nature 368, 70-73). Este efecto inhibidor se produce a través de la
fosforilacion del ITIM de FcyRIIb, que recluta inositol poliposfato 5-fosfatasa que contiene SH2 (SHIP) para
neutralizar la movilizaciéon de calcio intracelular inducida por ITAM (Kiener, P. A., et al., 1997, J. Biol. Chem. 272,
3838-3844; Ono, M., et al., 1996, Nature 383, 263-266; Ravetch, J.V. & Lanier, L.L., 2000, Science 290, 84-89).
Adicionalmente, la fosforilacion de SHIP mediada por FcyRIIb inhibe la ruta de proliferacién posterior de Ras-MAPK
(Tridandapani, S. et al., 1998, Immunol. 35, 1135- 1 146).

Las patentes W02006105338 y WO2006019447 describen variantes Fc que presentan una uniéon mejorada a
FcyRlIlb.

Sumario de la descripcion

La presente descripcion proporciona nuevas inmunoglobulinas, composiciones que comprenden dichas
inmunoglobulinas, y métodos para usar la inmunoglobulina para inhibir células que expresan FcyRIIb. Los métodos
inhibidores de células FcyRIllb+ descritos en la presente memoria comprende poner en contacto células FcyRIlb+
con una inmunoglobulina que se une a FcyRIIb y co-enfrenta un antigeno diana sobre la superficie de la célula 'y un
FcyRIIb sobre la superficie de la célula. En una realizacion, la inmunoglobulina se une a FcyRllb, en donde la
afinidad de dicha union tiene una Kd inferior a aproximadamente 100 nM, p.ej., inferior o igual a aproximadamente
95 nM, inferior o igual a aproximadamente 90 nM, inferior o igual a aproximadamente 85 nM, inferior o igual a
aproximadamente 80 nM, inferior o igual a aproximadamente 75 nM, inferior o igual a aproximadamente 74 nM. En
una realizacién, la inmunoglobulina comprende una region Fc, en donde dicha regién comprende una o mas
modificaciones con respecto a una region Fc original, en donde dichas modificaciones se dan en posiciones
seleccionadas del grupo que consiste en 234, 235, 236, 237, 239, 265, 266, 267, 268, 298, 325, 326, 327, 328, 329,
330, 331 y 332, en donde la numeracién es segun el indice EU. En otra realizacién, la inmunoglobulina es un
anticuerpo bi-especifico que comprende una primera regiéon Fv y una segunda regién Fv, en donde dicha primera
region Fv se une al antigeno diana, y dicha segunda regidon Fv se une a FcyRIlb con una Kd inferior a
aproximadamente 100 nM. En otra realizacion, la inmunoglobulina es una fusiéon Fc que comprende una region Fc,
en donde dicha regién Fc se une a FcyRIIb con una Kd inferior a aproximadamente 100 nM. Las células FcyRIIb*
descritas en la presente memoria pueden ser células cancerosas, células B, células de plasma, células dendriticas,
macrofagos, neutréfilos, mastocitos, basdfilos, eosindfilos, y una combinacién de los mismos.

En la presente memoria también se describen nuevos métodos para inhibir la activacion de células B. Los métodos
inhibidores de células B descritos en la presente memoria comprenden poner en contacto células B con una
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inmunoglobulina que se une a FcyRIIb y se co-enfrenta a un antigeno diana sobre la superficie de la célula By a un
FcyRIIb sobre la superficie de la célula B. En una realizacién, la inmunoglobulina se une a FcyRIIb, en donde la
afinidad de dicha unién presenta una Kd inferior a aproximadamente 100 nM, p.ej., inferior o igual a
aproximadamente 95 nM, inferior o igual a aproximadamente 90 nM, inferior o igual a aproximadamente 85 nM,
inferior o igual a aproximadamente 80 nM, inferior o igual a aproximadamente 75 nM, inferior o igual a
aproximadamente 74 nM. En una realizacion, la inmunoglobulina comprende una region Fc, en donde dicha region
Fc comprende una o mas modificaciones respecto a una region Fc original, en donde dichas modificaciones se dan
en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 234, 235, 236, 237, 239, 265, 266, 267, 268, 298, 325, 326,
327, 328, 329, 330, 331 y 332, en donde la numeracion es segun el indice EU. En otra realizacion, la
inmunoglobulina es un anticuerpo bi-especifico que comprende una primera regién Fv y una segunda region Fv, en
donde dicha primera regidon Fv se une al antigeno diana, y dicha segunda regién Fv se une a FcyRIIb con una Kd
inferior a aproximadamente 100 nM. En oftra realizacion, la inmunoglobulina es una fusién Fc que comprende una
region Fc, en donde dicha region Fc se une a FcyRIlb con una Kd inferior a aproximadamente 100 nM. En una
realizacion, la inmunoglobulina se une a al menos dos proteinas de célula B, p.ej., al menos dos proteinas ligadas, o
que se pueden ligar, a la superficie de células B. En una realizacion, la primera de dichas proteinas de célula B es
FcyRllb y la segunda de dichas proteinas de célula B es parte del complejo de receptor de célula B (BCR). En otra
realizacion, la segunda de dichas proteinas de célula B no esta implicada directamente en el reconocimiento de
antigenos. En ofra realizacion, la segunda de dichas proteinas de célula B es un antigeno ligado al complejo BCR.
En algunas realizaciones, las inmunoglobulinas inhiben la liberacion de calcio de las células B tras su estimulacion a
través del receptor de célula B. En otra realizacion, una inmunoglobulina descrita en la presente memoria se une a al
menos dos proteinas de célula B ligadas a la superficie de la misma célula B.

En la presente memoria también se describen nuevos métodos para tratar trastornos mediados por células B, p.ej.,
enfermedades autoinmunes, malignidades hematoldgicas, etc. Los métodos de tratamiento descritos en la presente
memoria comprenden la administracion a un paciente que necesite de dicha administracion de una cantidad
terapéutica de una inmunoglobulina que se une a células FcyRIIB® y se co-enfrenta a antigeno diana sobre la
superficie de la célula y a un FcyRIIB sobre la superficie de la célula. En una realizacion, la inmunoglobulina se une
a FcyRIIB, en donde la afinidad de dicha union presenta una Kd inferior a aproximadamente 100 nM, p.ej., inferior o
igual a aproximadamente 95 nM, inferior o igual a aproximadamente 90 nM, inferior o igual a aproximadamente 85
nM, inferior o igual a aproximadamente 80 nM, inferior o igual a aproximadamente 75 nM, inferior o igual a
aproximadamente 74 nM. En una realizacion, la inmunoglobulina comprende una region Fc, en donde dicha region
Fc comprende una o mas modificaciones con respecto a una region Fc original, en donde dichas modificaciones se
dan en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 234, 235, 236, 237, 239, 265, 266, 267, 268, 298, 325,
326, 327, 328, 329, 330, 331 y 332, en donde la numeracion es segun el indice EU. En otra realizacion, la
inmunoglobulina es un anticuerpo bi-especifico que comprende una primera region Fv y una segunda region Fv, en
donde dicha primera region Fv se une al antigeno diana, y dicha segunda regién Fv se une a FcyRIlIb con una Kd
inferior a aproximadamente 100 nM. En oftra realizacién, la inmunoglobulina es una fusién Fc que comprende una
region Fc, en donde dicha regién Fc se une a FcyRIIb con una Kd inferior a aproximadamente 100 nM. En algunas
realizaciones, las enfermedades autoinmunes e inflamatorias que pueden ser tratadas mediante los métodos
descritos en la presente memoria incluyen lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, sindrome de Sjogren,
esclerosis multiple, purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), enfermedad de Graves, enfermedad inflamatoria del
intestino, soriasis, diabetes de tipo | y asma.

En la presente memoria se describen nuevas composiciones de inmunoglobulina inhibidoras de células FcyRIIB".
Las composiciones descritas en la presente memoria incluyen inmunoglobulinas que se unen a células FcyRIIB" y
que se co-enfrentan a antigeno diana sobre la superficie de la célula y a un FcyRIIB sobre la superficie de la célula.
En una realizacion, la inmunoglobulina se une a FcyRIIB, en donde la afinidad de dicha unién presenta una Kd
inferior a aproximadamente 100 nM, p.ej., inferior o igual a aproximadamente 95 nM, inferior o igual a
aproximadamente 90 nM, inferior o igual a aproximadamente 85 nM, inferior o igual a aproximadamente 80 nM,
inferior o igual a aproximadamente 75 nM, inferior o igual a aproximadamente 74 nM. En una realizacion, la
inmunoglobulina comprende una region Fc, en donde dicha regién Fc comprende una o mas modificaciones con
respecto a una regiéon Fc original, en donde dichas modificaciones se dan en posiciones seleccionadas del grupo
que consiste en 234, 235, 236, 237, 239, 265, 266, 267, 268, 298, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331 y 332, en
donde la numeracién es segun el indice EU. En otra realizacion, la inmunoglobulina es un anticuerpo bi-especifico
que comprende una primera region Fv y una segunda region Fv, en donde dicha primera region Fv se une al
antigeno diana, y dicha segunda region Fv se une a FcyRIIB con una Kd inferior a aproximadamente 100 nM. En
otra realizacion, la inmunoglobulina es una fusién Fc que comprende una region Fc, en donde dicha region Fc se
une a FcyRIIB con una Kd inferior a aproximadamente 100 nM.

En algunas realizaciones, las inmunoglobulinas que se unen a células FcyRIIB* y se co-enfrentan a antigeno diana
sobre la superficie de la célula y a un FcyRIIB sobre la superficie de la célula descritas en la presente memoria
pueden unirse y/o co-enfrentarse a un antigeno diana seleccionado del grupo que consiste en: CD19, CD20, CD21
(CR2), CD22, CD23 / Fc[epsilon]RIl, Fc[epsilon]RI, (subunidades [alfa], [beta] y y), CD24 / BBA-1 / HSA, CD27,
CD35 (CR1), CD38, CD40, CD45RA, CD52 / CAMPATH -1/ HES, CD72, CD79a (Ig[sigma]), CD79b (Ig[beta]), IgM
([mu]), CD80, CD81 , CD86, Leu13, HLA-DR, -DP, -DQ, CD138, CD317 / HM1.24, CD11a, CD11b, CD11c, CD14,
CD68, CD163, CD172a, CD200R y CD206. En otras realizaciones, las inmunoglobulinas que se unen a células
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FcyRIIb* y se co-enfrentan a un antigeno diana sobre la superficie de la célula y a un FcyRIIb sobre la superficie de
la célula descritas en la presente memoria se pueden unir y/o co-enfrentar a un antigeno diana seleccionado del
grupo que consiste en: IgM ([mu]), CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD24, CD35, CD40, CD45RA, CD72, CD79a,
CD79b, CD80, CD81, CD86 y HLA-DR. En una realizacion, las inmunoglobulinas que se unen a células FcyRIIb* y
se co-enfrentan a un antigeno diana sobre la superficie de la célula y a un FcyRIIb sobre la superficie de la célula
descritas en la presente memoria se pueden unir y/o co-enfrentar a un antigeno diana seleccionado del grupo que
consiste en: IgM ([mu]), CD79a, CD79b, CD19, CD21, CD22, CD72, CD81 y Leu13. En una realizacion, las
inmunoglobulinas que se unen a células FcyRIIb" y se co-enfrentan a un antigeno diana sobre la superficie de la
célula y a un FcyRIlb sobre la superficie de la célula descritas en la presente memoria se pueden unir y/o co-
enfrentar a un antigeno diana seleccionado del grupo que consiste en: IgM ([mu]), CD19, CD79a, CD79b, CD81 y
HLA-DR. En otra realizacién, las inmunoglobulinas que se unen a células FcyRIIb" y se co-enfrentan a un antigeno
diana sobre la superficie de la célula y a un FcyRIIb sobre la superficie de la célula descritas en la presente memoria
se pueden unir y/o co-enfrentar a un antigeno diana seleccionado del grupo que consiste en: CD22, CD40 y CD72.

En una realizacion, las inmunoglobulinas que se unen a células FcyRIIb y se co-enfrentan a un antigeno diana sobre
la superficie de la célula y a un FcyRIIb sobre la superficie de la célula, descritas en la presente memoria, se unen
y/o co-enfrentan a un autoantigeno o alergeno. En una realizacion alternativa, una inmunoglobulina descrita en la
presente memoria puede ser una fusion Fc que esta unida covalentemente a un autoantigeno o alergeno. En una
realizacion, el autoantigeno se selecciona del grupo que consiste en proteinas citrulinadas y péptidos tales como
CCP-1, CCP-2 (péptidos citrulinados ciclicos), fibrindgeno, fibrina, vimentina, filagrina, péptidos de colageno | y I,
alfa-enolasa, factor de iniciacion de la traduccion 4G1, factor perinuclear, queratina, Sa (vimentina de proteina
citoesquelética), componentes de cartilago articular tales como colageno Il, IX y XI, proteinas de suero en circulacion
tales como RFs (IgG, IgM), fibrinégeno, plasmindgeno, ferritina, componentes nucleares tales como RA33/hnRNP
A2, Sm, factor 1 alfa 1 de elongacion de la traduccion eucaridtica, proteinas de estrés tales como HSP-65, -70, -90,
BiP, factores inflamatorios/inmunes tales como B7-H1, IL-1 alfa e IL-8, enzimas tales como calpastatina, alfa-
enolasa, aldolasa-A, dipeptidil peptidasa, osteopontina, glucosa-6-fosfato isomerasa, receptores tales como
lipocortina 1, proteina nucleares de neutréfilo tales como lactoferrina y proteina nuclear de 25-35kD, proteinas
granulares tales como proteina de incremento de la permeabilidad bactericida (BPI), elastasa, catepsina G,
mieloperoxidasa, proteinasa 3, antigenos de plaquetas, antigeno de proteina mielina, antigeno de célula de isleta,
factor reumatoide, histonas, proteinas ribosémicas P, cardiolipina, vimentina, acidos nucleicos tales como dsADN,
ssADN y ARN, particulas ribonucleares y proteinas tales como antigenos Sm (que incluyen, aunque sin limitacion,
SmD’s y SmBVB), U1 RNP, A2/B1 hnRNP, Ro (SSA) y antigenos La (SSB).

[1] En una realizacién, las inmunoglobulinas que se unen a células Fc[y]RIIb" y que se co-enfrentan a un antigeno
diana sobre la superficie de la célula y a un FcyRIIb sobre la superficie de la célula, descritas en la presente
memoria pueden ser inmunoglobulinas variantes respecto a una inmunoglobulina original. En una realizacion, la
inmunoglobulina variante comprende una region Fc variante, en donde dicha region Fc variante comprende una o
mas (p.ej., dos o mas) modificacion(es) en comparacion con una region Fc original, en donde dicha(s)
modificacion(es) esta(n) en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 234, 235, 236, 237, 239, 265, 266,
267, 268, 298, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331 y 332, en donde la numeracion es segun el indice EU. En una
realizacion, la inmunoglobulina variante comprende una regiéon Fc variante, en donde dicha region Fc variante
comprende una o mas (p.ej., dos o mas) modificacién(es) en comparaciéon con una regiéon Fc original, en donde
dicha(s) modificacion(es) esta(n) en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 234, 235, 236, 237, 239,
266, 267, 268, 325, 326, 327, 328 y 332, segun el indice EU. En una realizacion, la inmunoglobulina variante
comprende una region Fc, en donde dicha region Fc comprende una o mas (p.ej., dos o mas) modificacion(es) en
comparacion con una region Fc original, en donde dicha(s) modificacion(es) estan en posiciones seleccionadas del
grupo que consiste en 234, 235, 236, 237, 266, 267, 268, 327, 328, segun el indice EU. En una realizacion, la
inmunoglobulina variante comprende una region Fc, en donde dicha region Fc comprende una o mas (p.gj., dos o
mas) modificacidon(es) en comparacion con una region Fc original, en donde dicha(s) modificacién(es) estan en
posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 235, 236, 266, 267, 268, 328, segun el indice EU. En una
realizacion, la inmunoglobulina variante comprende una region Fc, en donde dicha regién Fc comprende una o mas
(p.€j., dos 0o mas) modificacion(es) en comparacion con una region Fc original, en donde dicha(s) modificacion(es)
estan en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 235, 236, 239, 266, 267, 268 y 328, segun el indice
EU. En una realizacion, la inmunoglobulina variante comprende una region Fc, en donde dicha region Fc comprende
una o mas (p.ej., dos o mas) modificacidon(es) en comparaciéon con una region Fc original, en donde dicha(s)
modificacion(es) estan en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 234, 235, 236, 237, 266, 267, 268,
327, 328, segun el indice EU [12]. [2] En una realizacién, dicha(s) modificacién(es) es al menos una sustitucion
(p-€j., una o mas sustituciones, dos 0 mas sustituciones, etc.) seleccionada del grupo que consiste en 234F, 234G,
2341, 234K, 234N, 234P, 234Q, 234S, 234V, 234W, 234Y, 234D, 234E, 235A, 235E, 235H, 235I, 235N, 235P, 235Q,
235R, 2358, 235W, 235Y, 235D, 235F, 235T, 236D, 236F, 236H, 2361, 236K, 236L, 236M, 236P, 236Q, 236R, 236S,
236T1 236V, 236W, 236Y, 236A, 236E, 236N, 237A, 237E, 237H, 237K, 237L, 237P, 237Q, 237S, 237V, 237Y,
237D, 237N, 239D, 239E, 239N1 239Q, 265E, 266D, 2661, 266M, 267A, 267D, 267E, 267G, 268D, 268E, 268N,
268Q, 298D, 298E1 298L1 298M, 298Q1 325L, 326A1 326E1 326W, 326D, 327D, 327G, 327L, 327N1 327Q, 327E1
328E, 328F, 328Y1 328H, 3281, 328Q1 328W, 329E, 330D1 330H1 330K1 330S1 331 S, y 332E, en donde la
numeracion es segun un indice EU. En una realizacioén, dicha(s) modificacion(es) es al menos una sustitucion (p.ej.,
una o mas sustituciones, dos 0 mas sustituciones, etc.) seleccionada del grupo que consiste en 234N, 234F, 234D,
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234E, 234W, 235Q1 235R1 235W1 235Y1 235D, 235F1 235T, 236D1 236H, 2361, 236L, 236S, 236Y, 236E, 236N,
237H, 237L, 237D, 237N, 239D, 239N, 239E1 2661, 266M, 267A1 267D1 267E1 267G1 268D, 268E1 268N, 268Q1
298E1 298L, 298M, 298Q, 325L, 326A, 326E, 326W, 326D1 327D, 327L, 327E, 328E, 328F1 328Y1 328H, 3281,
328Q1 328w, 330D, 330H, 330K, y 332E, en donde la numeracion es segun un indice EU. En una realizacion,
dicha(s) modificacion(es) es al menos una sustitucion (p.ej., una o mas sustituciones, dos o mas sustituciones, etc.)
seleccionada del grupo que consiste en 234D, 234E, 234W1 235D, 235F, 235R1 235Y, 236D, 236N, 237D, 237N,
239D, 239E, 266M1 267D1 267E1 268D, 268E, 327D, 327E, 328F, 328W, 328Y, y 332E, en donde la numeracién es
segun un indice EU. En una realizaciéon, dicha(s) modificacion(es) es al menos una sustitucion (p.ej., una o mas
sustituciones, dos 0 mas sustituciones, etc.) seleccionada del grupo que consiste en L234E, L235Y, L235R, G236D,
G236N, G237N, V266M, S267E, H268E, H268D, A327D, A327E, L328F, L328Y, L328W, en donde la numeracion es
segun un indice EU. En una realizaciéon, dicha(s) modificacion(es) es al menos una sustitucion (p.ej., una o mas
sustituciones, dos o mas sustituciones, etc.) seleccionada del grupo que consiste en 235Y1 236D, 239D, 266M,
267E1 268D, 268E, 328F1 328W1 y 328Y, en donde la numeraciéon es segun un indice EU. En una realizacion,
dicha(s) modificacion(es) es al menos una sustitucion (p.ej., una o mas sustituciones, dos o mas sustituciones, etc.)
seleccionada del grupo que consiste en L235Y, G236D, V266M, S267E, H268E, H268D, L328F, L328Y, y L328W,
en donde la numeracion es segun un indice EU.

En una realizacion, dicha(s) modificacion(es) son al menos dos modificaciones (p.ej., una combinacion de
modificaciones) en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 234/239, 234/267, 234/328, 235/236,
235/239, 235/267, 235/268, 235/328, 236/239, 236/267, 236/268, 236/328, 237/267, 239/267, 239/268, 239/327,
239/328, 239/332, 266/267, 267/268, 267/325, 267/327, 267/328, 267/332, 268/327, 268/328, 268/332, 326/328,
327/328, y 328/332, en donde la numeracion es segun un indice EU. En una realizacién, dicha(s) modificacion(es)
son al menos dos modificaciones (p.ej., una combinacion de modificaciones) en posiciones seleccionadas del grupo
que consiste en 235/267, 236/267, 239/268, 239/267, 267/268, y 267/328, en donde la numeracion es segun un
indice EU. En una realizacion, dicha(s) modificacion(es) son al menos dos modificaciones (p.ej., una combinacion de
modificaciones) seleccionadas del grupo que consiste en 234D/267E, 234E/267E, 234F/267E, 234E/328F,
234W/239D, 234W/239E, 234W/267E, 234W/328Y, 235D/267E, 235D/328F, 235F/239D, 235F/267E, 235F/328Y,
235Y/236D, 235Y/239D, 235Y/267D, 235Y/267E, 235Y/268E, 235Y/328F, 236D/239D, 236D/267E, 236D/268E,
236D/328F, 236N/267E, 237D/267E, 237N/267E, 239D/267D, 239D/267E, 239D/268D, 239D/268E, 239D/327D,
239D/328F, 239D/328W, 239D/328Y, 239D/332E, 239E/267E, 266M/267E, 267D/268E, 267E/268D, 267E/268E,
267E/325L, 267E/327D, 267E/327E, 267E/328F, 267E/3281, 267E/328Y, 267E/332E, 268D/327D, 268D/328F,
268D/328W, 268D/328Y, 268D/332E, 268E/328F, 268E/328Y, 327D/328Y, 328F/332E, 328W/332E, y 328Y/332E,
en donde la numeracion es segun un indice EU.

En una realizacion, dicha(s) modificacion(es) dan como resultado al menos una de las siguientes sustituciones, o
combinaciones de sustituciones: 234F/236N, 234F/236D, 236A/237A, 236S/237A, 235D/239D, 234D/267E,
234E/267E, 234F/267E, 235D/267E, 235F/267E, 235S/267E, 235T/267E, 235Y/267D, 235Y/267E, 236D/267E,
236E/267E, 236N/267E, 237D/267E, 237N/267E, 239D/267D, 239D/267E, 266M/267E, 234E/268D, 236D/268D,
239D/268D, 267D/268D, 267D/268E, 267E/268D, 267E/268E, 267E/325L, 267D/327D, 267D/327E, 267E/327D,
267E/327E, 268D/327D, 239D/328Y, 267E/328F, 267E/328H, 267E/328|, 267E/328Q, 267E/328Y, 268D/328Y,
239D/332E, 328Y/332E, 234D/236N/267E, 235Y/236D/267E, 234W/239E/267E, 235Y/239D/267E,
236D/239D/267E, 235Y/267E/268E, 236D/267E/268E, 239D/267E/268E, 234W/239D/328Y, 235F/239D/328Y,
234E/267E/328F, 235D/267E/328F, 235Y/267E/328F, 236D/267E/328F, 239D/267A/328Y, 239D/267E/328F,
234W/268D/328Y, 235F/268D/328Y, 239D/268D/328F, 239D/268D/328W, 239D/268D/328Y, 239D/268E/328Y,
267A/268 D/328Y, 267E/268E/328F, 239D/326D/328Y, 268D/326D/328Y, 239D/327D/328Y, 268D/327D/328Y,
239D/267E/332E, 234W/328Y/332E, 235F/328Y/332E, 239D/328F/332E, 239D/328Y/332E, 267A/328Y/332E,
268D/328F/332E, 268D/328W/332E, 268D/328Y/332E, 268E/328Y/332E, 326D/328Y/332E, 327D/328Y/332E,
234W/236D/239E/267E, 239D/268D/328F/332E, 239D/268D/328W/332E, y 239D/268D/328Y/332E, en donde la
numeracion es segun un indice EU. En una realizacioén, dicha(s) modificacién(es) dan como resultado al menos una
de las siguientes sustituciones, o combinaciones de sustituciones: 266D, 234F/236N, 234F/236D, 236A/237A,
236S/237A, 235D/239D, 234D/267E, 234E/267E, 234F/267E, 235D/267E, 235F/267E, 235S/267E, 235T/267E,
235Y/267D, 236D/267E, 236E/267E, 236N/267E, 237D/267E, 237N/267E, 266M/267E, 234E/268D, 236D/268D,
267D/268D, 267D/268E, 267E/268D, 267E/268E, 267E/325L, 267D/327D, 267D/327E, 267E/327E, 268D/327D,
239D/328Y, 267E/328F, 267E/328H, 267E/328|, 267E/328Q, 267E/328Y, 268D/328Y, 234D/236N/267E,
235Y/236D/267E, 234W/239E/267E, 235Y/239D/267E, 236D/239D/267E, 235Y/267E/268E, 236D/267E/268E,
234W/239D/328Y, 235F/239D/328Y, 234E/267E/328F, 235D/267E/328F, 235Y/267E/328F, 236D/267E/328F,
239D/267A/328Y, 239D/267E/328F, 234W/268D/328Y, 235F/268D/328Y, 239D/268D/328F, 239D/268D/328W,
239D/268D/328Y, 239D/268E/328Y, 267A/268D/328Y, 267E/268E/328F, 239D/326D/328Y, 268D/326D/328Y,
239D/327D/328Y, 268D/327D/328Y, 234W/328Y/332E, 235F/328Y/332E, 239D/328F/332E, 239D/328Y/332E,
267A/328Y/332E, 268D/328F/332E, 268D/328W/332E, 268D/328Y/332E, 268E/328Y/332E, 326D/328Y/332E,
327D/328Y/332E, 234W/236D/239E/267E, 239D/268D/328F/332E, 239D/268D/328W/332E, y
239D/268D/328Y/332E, en donde la numeracion es segun un indice EU.

En una realizacion, dicha(s) modificacion(es) dan como resultado al menos una de las siguientes sustituciones, o
combinaciones de sustituciones: 234N, 235Q, 235R, 235W, 235Y, 236D, 236H, 2361, 236L, 236S, 236Y, 237H,
237L, 239D, 239N, 2661, 266M, 267A, 267D, 267E, 267G, 268D, 268E, 268N, 268Q, 298E, 298L, 298M, 298Q,
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326A, 326E, 326W, 327D, 327L, 328E, 328F, 330D, 330H, 330K, 234F/236N, 234F/236D, 235D/239D, 234D/267E,
234E/267E, 234F/267E, 235D/267E, 235F/267E, 235T/267E, 235Y/267D, 235Y/267E, 236D/267E, 236E/267E,
236N/267E, 237D/267E, 237N/267E, 239D/267D, 239D/267E, 266M/267E, 234E/268D, 236D/268D, 239D/268D,
267D/268D, 267D/268E, 267E/268D, 267E/268E, 267E/325L, 267D/327D, 267D/327E, 267E/327D, 267E/327E,
268D/327D, 239D/328Y, 267E/328F, 267E/328H, 267E/328I, 267E/328Q, 267E/328Y, 268D/328Y, 239D/332E,
328Y/332E, 234D/236N/267E, 235Y/236D/267E, 234W/239E/267E, 235Y/239D/267E, 236D/239D/267E,
235Y/267E/268E, 236D/267E/268E, 239D/267E/268E, 234W/239D/328Y, 235F/239D/328Y, 234E/267E/328F,
235D/267E/328F, 235Y/267E/328F, 236D/267E/328F, 239D/267A/328Y, 239D/267E/328F, 234W/268D/328Y,
235F/268D/328Y, 239D/268D/328F, 239D/268D/328W, 239D/268D/328Y, 239D/268E/328Y, 267A/268D/328Y,
267E/268E/328F, 239D/326D/328Y, 268D/326D/328Y, 239D/327D/328Y, 268D/327D/328Y, 239D/267E/332E,
234W/328Y/332E, 235F/328Y/332E, 239D/328F/332E, 239D/328Y/332E, 267A/328Y/332E, 268D/328F/332E,
268D/328W/332E, 268D/328Y/332E, 268E/328Y/332E, 326D/328Y/332E, 327D/328Y/332E, 234W/236D/239E/267E,
239D/268D/328F/332E, 239D/268D/328W/332E, y 239D/268D/328Y/332E.

En una realizacioén, dicha(s) modificacion(es) da(n) como resultado al menos una de las siguientes sustituciones, o
combinaciones de sustituciones: 235Y/267E, 236D/267E, 239D/268D, 239D/267E, 267E/268D, 267E/268E, y
267E/328F, en donde la numeracion es segun un indice EU.

En una realizacién, las modificaciones descritas en la presente memoria reducen la afinidad con al menos un
receptor con respecto a la inmunoglobulina original, en donde dicho receptor se selecciona del grupo que consiste
en FcyRI, FcyRlla y FcyRIllla. En una realizaciéon alternativa, las variantes de inmunoglobulina descritas en la
presente memoria median en ADCC o ADCP reducidas con respecto a la inmunoglobulina original.

En la presente memoria también se describen métodos para disefiar las nuevas composiciones de inmunoglobulina.

En la presente memoria también se describen métodos para realizar un escrutinio de antigenos diana en funcién de
su capacidad para mediar en la inhibiciéon celular a través de un mecanismo dependiente de FcyRIllb. En una
realizacion, los métodos de escrutinio de antigenos descritos en la presente memoria comprenden la etapa de unirse
a una célula que expresa el antigeno diana y FcyRIlb con una inmunoglobulina que se une con una afinidad
mejorada, p.ej., la Kd de la inmunoglobulina puede ser inferior a aproximadamente 100 nM con al menos FcyRIlb.
En otra realizacion, la union simultanea tanto del antigeno diana como de FcyRIIb a la inmunoglobulina da como
resultado una respuesta celular inhibidora. En una realizacién de los métodos de escrutinio descritos en la presente
memoria, la célula se selecciona del grupo que consiste en: células B, células de plasma, células dendriticas,
macrofagos, neutréfilos, mastocitos, basdfilos o eosindfilos. En otros métodos diversos de escrutinio descritos en la
presente memoria, la inmunoglobulina puede ser especifica para un antigeno diana. En una realizacion alternativa,
la inmunoglobulina es especifica para un anticuerpo, en donde dicho anticuerpo es especifico para el antigeno
diana. En una realizacion alternativa, la inmunoglobulina es especifica para un hapteno, y en donde el antigeno
diana, o un anticuerpo o proteina que es especifico para el antigeno diana, esta haptenizado.

En la presente memoria también se describen acidos nucleicos aislados que codifican las inmunoglobulinas
descritas en la presente memoria. En la presente memoria también se describen vectores que comprenden los
acidos nucleicos, opcionalmente, ligados operativamente a secuencias de control. En la presente memoria también
se describen células hospedantes que contienen los vectores, y métodos para producir y opcionalmente recuperar
las composiciones de inmunoglobulina.

En la presente memoria también se describen polipéptidos de inmunoglobulina, que comprenden las
inmunoglobulinas descritas en la presente memoria. Los polipéptidos de inmunoglobulina pueden usarse en un
producto terapéutico. En una realizacion, los polipéptidos de inmunoglobulina descritos en la presente memoria
pueden ser anticuerpos.

En la presente memoria también se describen composiciones que comprenden polipéptidos de inmunoglobulina
descritos en la presente memoria, y un vehiculo o diluyente fisiolégica o farmacéuticamente aceptable.

En la presente memoria también se describen usos terapéuticos y diagndsticos para los polipéptidos de
inmunoglobulina descritos en la presente memoria. En una realizacion, las inmunoglobulinas descritas en la presente
memoria se usan para tratar una o mas enfermedades autoinmunes o enfermedades inflamatorias. En una
realizacion alternativa, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria se usan para tratar una o mas
malignidades hematoldgicas.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Alineamiento de las secuencias de aminoacido de las inmunoglobulinas IgG humanas IgG1, 1gG2, IgG3 e
IgG4. La Figura 1A proporciona las secuencias de los dominios CH1 (Cy1) y de bisagra, y la Figura 1B proporciona
las secuencias de los dominios CH2 (Cy2) y CH3 (Cy3). Las posiciones estan numeradas segun el indice EU de la
secuencia IgG1, y las diferencias entre la IgG1 y las otras inmunoglobulinas 1gG2, IgG3 e IgG4 se muestran en gris.
Existen polimorfismos alotipicos en una serie de posiciones, y por tanto pueden existir pequefias diferencias entre
las secuencias presentadas y la técnica anterior. Los comienzos posibles de la region Fc estan marcados, definidos
en la presente memoria como la posicién EU 226 6 230.
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Figura 2. Haplotipos comunes de las cadenas gamma1 (Figura 2A) y gamma2 (Figura 2B) humanas.

Figura 3. Nuevos métodos para inhibir la activacién de célula B. Aqui CR representa un co-receptor del complejo
BCR, pero podria ser cualquier antigeno expresado sobre cualquier célula FcyRIIb".

Figura 4. Posiciones FcyR que contribuyen a la selectividad de union de FcyRIlb y FcyRllla. Las posiciones se
identificaron evaluando la proximidad a la interfaz FcyR/Fc y la disimilitud de aminoacidos entre FcyRIIb y FcyRllla.

Figura 5. Posiciones Fc proximales a posiciones FcyR que contribuyen a la selectividad de union de FcyRllb y
FcyRllla, tal como se enumera en la Figura 6.

Figura 6. Sensogramas de resonancia de plasmoén superficial Biacore que muestran la unién de anticuerpos anti-
CD19 variantes de Fc a FcyRIIb humano.

Figura 7. Afinidades de anticuerpos variantes de Fc por FcyRs humanos, determinadas mediante resonancia de
plasmoén superficial Biacore. La tabla presenta la constante de disociacion (Kd) para la unién de anticuerpos
variantes anti-CD19 con FcyRI, FcyRlla (131 R), FcyRlla (131 H), FcyRIlb, FcyRllla (158V), y FcyRllla (158F)
humanos. Se han promediado multiples observaciones, n.d. = unién no detectable.

Figura 8. Incremento de afinidades de anticuerpos variantes de Fc por FcyRs humanos determinado mediante
resonancia de plasmon superficial Biacore. La tabla presenta la tasa de mejora o de reduccion en la afinidad con
respecto a IgG1 WT para la union de anticuerpos variantes anti-CD19 FcyRI, FcyRlla (131 R), FcyRlla (131 H),
FcyRllb, FcyRllla (158V), y FcyRllla (158F) humanos. Tasa = KD(IgG1 nativa)/KD(variante). n.d. = unién no
detectable.

Figura 9. Afinidades de anticuerpos variantes de Fc por FcyRs humanos determinadas mediante resonancia de
plasmén superficial Biacore. La grafica muestra el -log(KD) correspondiente a la unién de anticuerpos variantes anti-
CD19 e IgG1 WT con FcyRI (1), R131 FcyRlla (Rlla), H131 FcyRlla (Hlla), FcyRIlb (Mb), y V158 FcyRllla (Villa)
humanos. La union de L235Y/S267E, G236D/S267E, y S267E/L328F a V158 FcyRllla no fue detectable.

Figura 10. Afinidades de anticuerpos variantes de Fc por FcyRs humanos determinadas mediante resonancia de
plasmén superficial Biacore. La grafica muestra el -log(KD) correspondiente a la unién de anticuerpos variantes anti-
CD19 e IgG1 WT con FcyRI (1), R131 FcyRlla (Rlla), H131 FcyRlla (Hlla), FcyRIlb (Mb), y V158 FcyRllla (Villa)
humanos.

Figura 11. Analisis de variantes de combinacién (dobles, triples) para determinar efectos sinérgicos y no aditivos en
la union a FcyRIIb (A), FcyRI (B), R131 FeyRlla (C), H131 FcyRlla (D), y V158 FcyRllla (E) humanos. Se representa
la ratio entre la tasa de mejora real medida mediante SPR y la tasa de mejora esperada calculada multiplicando las
tasas de mejora de las variantes de sustitucion individual. Las ratios mayores a uno indican un efecto sinérgico.

Figura 12. Unién de anticuerpos variantes de Fc a FcyRs humanos respecto a IgG1 WT medida mediante union de
superficie celular. Los anticuerpos (variante e IgG1 WT) se afiadieron a células HEK293T transfectadas con FcyRIIb
para establecer la unién de superficie celular. Las curvas de unién fueron construidas representando MFI en funcion
de la concentracion de variante de Fc.

Figura 13. Afinidades de anticuerpos variantes de Fc por FcyRs de mono cynomolgus (Macaca fascicularis)
determinadas mediante resonancia de plasmon superficial Biacore, bien mediante constante de disociacion (Kd) o
determinacion de valor de corte, segun se indique. La tabla enumera la tasa de mejora respecto a IgG1 WT para la
unién de variantes de anticuerpo anti-CD19 a FcyRI de ratén, FcyRIl de ratén, FcyRIll de raton, FcyRIV de ratédn,
FcyRI de mono cynomolgus, FcyRlla de mono cynomolgus, FcyRIIb de mono cynomolgus, y FcyRlIlla de mono
cynomolgus. NB = unién no detectable.

Figura 14. Afinidades de anticuerpos variantes de Fc por FcyRs humanos determinadas mediante resonancia de
plasmén superficial Biacore. El grafico muestra el -log(KD) de la uniéon de anticuerpos variantes anti-CD19 y
anticuerpos 1IgG1 WT a FcyRI (1), R131 FcyRlla (Rlla), H131 FcyRlla (Hlla), FcyRIlb (Mb), y V158 FcyRllla (Villa)
humanos.

Figura 15. Ensayo de viabilidad de células B dependiente de ATP que demuestra la supervivencia de células B
humanas primarias tras activacion de BCR, llevada a cabo aqui mediante reticulamiento con anticuerpos anti-mu (A)
o anti-CD79b (B).

Figura 16. Inhibicién de la proliferacion de células B mediante anticuerpos anti-CD19 variantes de Fc. Se usa
S267E/L328F anti-RSV (virus sincitial respiratorio) como control (el RSV no es expresado en células B). Se uso6 un
ensayo de luminiscencia dependiente de ATP para medir la proliferacion de células B en presencia de 10 ug/mL de
anticuerpo activador anti-CD79b, y se compard el efecto del anti-CD19-S267E/L328F con anti-CD19-IgG1 (control
nativo de Fv de IgG1 Fv) y anti-RSV-S267E/L328F (control Fc no CD19). Para determinar la importancia del co-
enfrentamiento a CD19 y FcyRlIIb, se usé anti-RSV-S267E/L328F solo o en combinacion con anti-CD19-1gG1.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2659517713

Figura 17. Inhibicién de la proliferacion de células B mediante anticuerpos anti-CD19 variantes de Fc. Se usé un
ensayo de luminiscencia dependiente de ATP para medir la proliferacion de células B humanas en presencia de 1
pg/mL de anticuerpo activante anti-CD79b, y concentraciones variables de los anticuerpos de control anti-CD19 o
anti-RSV.

Figura 18. Inhibicion de la proliferacion de células B por anticuerpos anti-CD19 variantes de Fc. Se us6 un ensayo de
luminiscencia dependiente de ATP para medir la proliferacion de células B humanas en presencia de 2 yg/mL de
anticuerpo anti-[mu] (mu) y concentraciones variables de los anticuerpos anti-CD19 indicados.

Figura 19. El co-enfrentamiento de FcyRIlb y CD19 por las variantes de HbE inhibe la movilizacion de calcio inducida
por activacion de BCR en células B humanas primarias. La movilizacién de calcio fue inducida con 10 ug/mL de
anticuerpo anti-CD79b activante de BCR. La movilizacién de calcio se midié en presencia de 10 pg/mL de
concentracion fija de las variantes MbE anti-cD19, cc-CD19-IgG1 (control de Fv de IgG1 nativa), [alfa]-FITC-
S267E/L328F (control de Fc no CD19), o vehiculo PBS. Los datos se representan como el cambio de MFI con el
tiempo, o el area bajo la curva de respuesta normalizada a la maxima intensidad de sefial medida.

Figura 20. El co-enfrentamiento de FcyRIllb y CD19 por las variantes de MbE inhibe la movilizaciéon de calcio
inducida por activacion de BCR en células B humanas primarias. La movilizaciéon de calcio fue inducida con 10
pg/mL de anticuerpo anti-CD79b activante de BCR. La movilizacion de calcio se midié a mdltiples concentraciones
de anticuerpo para anti-CD19-IgG1 y tres variantes de MbE, y se representaron las areas bajo las curvas para
obtener relaciones dosis-respuesta.

Figura 21. Correlacion entre la afinidad por FcyRIlb y la inhibicién de la liberacién de calcio. Los datos de EC50
proceden de la Figura 20, y los simbolos son los mismos indicados en la Figura 22. Las afinidades son de los datos
de Biacore presentados en la Figura 7.

Figura 22. El co-enfrentamiento de FcyRIllb y CD19 por las variantes de MbE inhibe la movilizaciéon de calcio
inducida por activacion de BCR en células B humanas primarias. La movilizaciéon de calcio fue inducida con 10
pg/mL de anticuerpo anti-CD79b activante de BCR. FcyRI soluble (50 pyg/mL) afiadido a 10 yg/mL de [alfa]-CD19-
S267E/L328F elimind completamente el efecto inhibidor de la variante de MbE sobre la movilizaciéon de calcio,
confirmando la importancia del enfrentamiento a FcyRIIb por parte del anticuerpo anti-CD19.

Figura 23. La variante MbE anti-CD19-S267E/L328F activa la fosforilacion SHIP mediada por FcyRIlb en células B
humanas primarias. Se afadié anti-CD 19-S267E/L328F, anti-CD19-IgG1 (control de Fv), anti-RSV-S267E/L328F
(control de Fc), anti-CD19-Fc KO (control de Fv), o anti-FcyRII (10 ug/mL de cada uno) a células B en presencia de
20 pg/mL de anticuerpo anti-CD79b. Como control positivo, se usaron 20 ug/mL de fragmento F(ab’)2 de IgG anti-
ratén de cabra para reticular los anticuerpos anti-CD79b y anti-FcyRIl. Se sonded una mancha de extractos celulares
totales con anti-pSHIP, usando anti-GAPDH como control de carga. En relacion a los controles negativos, anti-
CD19-S267E/L328F indujo una mayor fosforilacion SHIP1 que el reticulamiento directo de BCR y FcyRIllb por
anticuerpos CD79b y FcyRlib.

Figura 24. Anti-CD19-S267E/L328F inhibe los efectos apoptéticos de la activacion de BCR sobre células B humanas
primarias. La inhibicion de las sefiales de supervivencia mediadas por BCR por el co-enfrentamiento de FcyRIIb y
CD19 fue examinada usando tincion con anexina-V en presencia de 10 pug/mL de anti-CD79b. La apoptosis de
células B se vio estimulada por anti-CD19-S267E/L328F, pero no por anti-CD19-lgG1 (control de Fv), por anti-RSV-
S267E/L328F (control de Fc), o por los dos controles combinados.

Figura 25. Actividad ADCC mediada por células NK de anticuerpos variantes de Fc contra células B Ramos.
Figura 26. Fagocitosis mediada por macréfagos (ADCP) de anticuerpos variantes de Fc contra células B RS4; 11.
Figura 27. Los anticuerpos anti-CD19 variantes de Fc no median en la actividad CDC contra células B Raji.

Figura 28. Evaluacion de la capacidad del co-enfrentamiento de CD19 y FcyRIIb para inhibir la activacion de células
B humanas in vivo. (A) Representacién esquematica del protocolo experimental. (B) Titulo de anticuerpos
especificos de toxoide antitetanico (TT) en ratones huPBL-SCID tras inmunizacion TT y tratamiento con vehiculo
(PBS), IgG1 anti-CD19 WT, anti-CD19 con afinidad por FcyRllb mejorada (a-CD19 S267E/L328F), o anti-CD20
(Rituximab).

Figura 29. Antigenos diana que pueden ser co-dianas de FcyRIlb efectivas para la modulacién de la actividad
celular. B = células B, Plasma = células de plasma, DC = células dendriticas, M[Phi] = macréfagos, PMN =
neutrdfilos, Baso = basdfilos, Eos = esoindfilos, y Mast = mastocitos.

Figura 30. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 1
pg/mL de anticuerpo anti-CD79b-SN8-G236R/L328R, y concentraciones variables de variante de FcyRIlb mejorada
(S267E/L328F) o variante FcyR bloqueada (G236R/L328R o <[Lambda]>236R/L328R) versiones de anticuerpos
anti-CD20 (clon PRO70769), -CD52 (Campath) y —-CD19 (HUAM4G7).
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Figura 31. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 2
pg/mL de anticuerpo anti-[mu], y concentraciones variables de variante de FcyRIllb mejorada (S267E/L328F), de
variante FcyR bloqueada (G236R/L328R) o de las versiones de IgG1 WT de anticuerpos anti-CD23 (clon 5E8 o C1

1).

Figura 32. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 2
pg/mL de anticuerpo anti-[mu], y concentraciones variables de variante de FcyRIllb mejorada (S267E/L328F), de
variante FcyR bloqueada (G236R/L328R) o de las versiones de IgG1 WT del anticuerpo anti-CD79b SN8.

Figura 33. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 2
pg/mL de anticuerpo anti-[mu], y concentraciones variables de variante de FcyRIllb mejorada (S267E/L328F), de
variante FcyR bloqueada (G236R/L328R) o de las versiones de IgG1 WT de anticuerpo anti-CD22.

Figura 34. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de
estimulacion de BCR mediante (A) 1 pg/mL de anticuerpo anti-CD79b-SN8-G236R/L328R o (B) 2 ug/mL de
anticuerpo anti-[mu], y concentraciones variables de variante de FcyRIIb mejorada (S267E/L328F), de variante FcyR
bloqueada (G236R/L328R) o de versiones de IgG1 WT de anticuerpos anti-CD40 (clones PFCD40, S2C6, G28.5 y
5D12).

Figura 35. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 1
pg/mL de anticuerpo anti-CD79b-SN8-G236R/L328R, y concentraciones variables de variante de FcyRIlb mejorada
(S267E/L328F), de variante FcyR bloqueada (G236R/L328R o <[Lambda]>236R/L328R) versiones de anticuerpos
anti-CD19 (clones HD37, 21D4 o HUAM4G7).

Figura 36. Ensayo de liberacion de calcio que mide la capacidad de inhibicion de anticuerpos variantes con
especificidad por CD22 (A), CD23 (B), CD40 (C) y CD79b (D). La movilizacién de calcio se indujo con 10 ug/mL de
anticuerpo anti-CD79b-SN8-G236R/L328R, y se monitorizd en presencia de variante de FcyRIIb mejorada
(S267E/L328F), de variante FcyR bloqueada (G236R/L328R) versiones de anticuerpos anti-CD22, -CD23, -CD40 y
CD79b.

Figura 37. Estrategia de hapteno para realizar el escrutinio de antigenos diana en funciéon de su capacidad para
modular la actividad celular tras un co-ataque de alta afinidad con FcyRllb.

Figura 38. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 2
pg/mL de F(ab’)2 anti-[mu] FITCilado y concentraciones variables de variante de FcyRllb mejorada (S267E/L328F),
de variante FcyR bloqueada (G236R/L328R o <[Lambda]>236R/L328R), o de versiones de IgG1 WT de anticuerpo
anti-FITC (clon 4-4-20). Se incluy6 anti-RSV como control.

Figura 39. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 2
pg/mL de F(ab’)2 anti-[mu], 0,5 pg/mL de anti-CD19 marcado con FITC (clon de IgG1 de raton 4G7), y
concentraciones variables de variante de FcyRIIb mejorada (S267E/L328F), de variante FcyR bloqueada
(<[Lambda]>236R/L328R), o de versiones de IgG1 WT de anticuerpo anti-FITC.

Figura 40. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 2
pg/mL de F(ab’)2 anti-[mu], 0,5 ug/mL de clon anti-CD20 marcado con FITC PDR-79 (A) o 1 pug/mL de Rituxan
marcado con FITC (B), y concentraciones variables de variante de FcyRllb mejorada (S267E/L328F), de variante
FcyR blogueada (<[Lambda]>236R/L328R), o de versiones de IgG1 WT de anticuerpo anti-FITC. También se incluyd
anti-mu marcado con FITC a una concentracion de 2 ug/mL en (B) como control.

Figura 41. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 1
pg/mL de anticuerpo anti-CD79b (SN8), 0,5 pg/mL de anti-CD21 marcado con FITC, y concentraciones variables de
variante de FcyRIlb mejorada (S267E/L328F) o de versiones de IgG1 WT de anticuerpo anti-FITC.

Figura 42. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 1
pg/mL de anticuerpo anti-CD79b (SN8), 0,5 pg/mL de anti-CD24 marcado con FITC, y concentraciones variables de
variante de FcyRIlb mejorada (S267E/L328F) o de versiones de IgG1 WT de anticuerpo anti-FITC.

Figura 43. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 2
pg/mL de F(ab’)2 anti-[mu], 0,25 ug/mL de anti-CD1 marcado con FITC o 0,5 ug/mL de anti-CD24 marcado con
FITC, y concentraciones variables de variante de FcyRIlb mejorada (S267E/L328F) o de versiones de IgG1 WT de
anticuerpo anti-FITC.

Figura 44. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 1
pg/mL de anticuerpo anti-CD79b (SN8), anti-CD35 marcado con FITC, y concentraciones variables de variante de
FcyRIllb mejorada (S267E/L328F) o de versiones de anticuerpo anti-FITC con FcyR bloqueado (G236R/L328R).
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Figura 45. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 1
pg/mL de anticuerpo anti-CD79b (SN8), anti-CD45RA marcado con FITC, y concentraciones variables de variante de
FcyRIllb mejorada (S267E/L328F) o de versiones de anticuerpo anti-FITC con FcyR bloqueado (G236R/L328R).

Figura 46. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 1
pg/mL de anticuerpo anti-CD79b (SN8), anti-CD72 marcado con FITC, y concentraciones variables de variante de
FcyRIlb mejorada (S267E/L328F) o de versiones de anticuerpo anti-FITC con FcyR bloqueado (G236R/L328R).

Figura 47. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 2
pg/mL de F(ab’)2 anti-[mu], 2 ug/mL de anti-CD79a marcado con FITC (clon ZL7-4), y concentraciones variables de
variante de FcyRIlb mejorada (S267E/L328F) o de versiones de IgG1 WT de anticuerpo anti-FITC con FcyR
bloqueado (<[Lambda]>236R/L328R).

Figura 48. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 2
pg/mL de F(ab’)2 anti-[mu], 1,8 uyg/mL de anti-CD79b marcado con FITC (clon ZL9-3), y concentraciones variables
de variante de FcyRIIb mejorada (S267E/L328F), de FcyR blogqueado (<[Lambda]>236R/L328R) o de versiones de
IgG1 WT de anticuerpo anti-FITC.

Figura 49. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 1
pg/mL de anticuerpo anti-CD79b (SN8), anti-CD80 marcado con FITC, y concentraciones variables de variante de
FcyRIlb mejorada (S267E/L328F) o de versiones con FcyR bloqueado (G236R/L328R) de anticuerpo anti-FITC.

Figura 50. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de anti-
CD81 marcado con FITC, concentraciones variables de variante de FcyRllb mejorada (S267E/L328F), variante de
FcyR bloqueado (G236R/L328R) o de versiones de IgG1 WT de anticuerpo anti-FITC, y 2 ug/mL de anticuerpo anti-
[mu].

Figura 51. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 1
pg/mL de anticuerpo anti-CD79b(SN8)-G236R/L328R, anti-CD86 marcado con FITC, y concentraciones variables de
variante de FcyRIIb mejorada (S267E/L328F) o versiones con FcyR bloqueado (G236R/L328R) de anticuerpo anti-
FITC.

Figura 52. Ensayo de luminiscencia dependiente de ATP que mide la proliferacion de células B en presencia de 1
pg/mL de anticuerpo anti-CD79b(SN8)-G236R/L328R, anti-HLA-DR marcado con FITC, y concentraciones variables
de variante de FcyRIIb mejorada (S267E/L328F) o versiones con FcyR bloqueado (G236R/L328R) de anticuerpo
anti-FITC.

Figura 53. Resumen de resultados del escrutinio de antigeno diana en funcion de la capacidad de los antigenos para
modular la activacion de células B cuando se co-dirigen con un unién de alta afinidad de FcyRIIb. Los resultados son
del ensayo de viabilidad de células B de luminiscencia dependiente de ATP o del ensayo de movilizaciéon de calcio
usando versiones variantes de Fc de anticuerpos con especificidad por los antigenos diana indicados (estrategia de
variante de Fc) o versiones variantes de Fc del anticuerpo anti-FITC junto con anticuerpos comerciales con
especificidad por los antigenos diana indicados (estrategia de Hapteno).

Figura 54. Secuencias de aminoacidos de regiones variables, regiones constantes de cadena pesada y anticuerpos
de longitud completa.

Descripcion detallada
La invencion queda definida por las reivindicaciones anexas.

La respuesta inmune humoral (p.ej., el resultado de diversas respuestas de células B) puede iniciarse cuando las
células B son activadas por un antigeno y posteriormente diferenciadas en células de plasma. La unién de
receptores de célula B ligados a membrana (BCR) sobre las células B a un antigeno activa una cascada de
sefializacion intracelular, que incluye la movilizacién de calcio, lo cual conduce a la proliferacion y diferenciacion de
células. El co-enfrentamiento de BCR cognado con el receptor de Fc inhibidor (FcyRIIb) inhibe las sefales de
activacion de células B a través de un lazo de retroalimentacion negativa.

La importancia de FcyRIIb en la regulacién negativa de respuestas de célula B ha sido demostrada usando ratones
deficientes en FcyRIlb, que no pueden regular las respuestas humorales (Wernersson, S. et al., 1999, J. Immunol.
163, 618-622), estan sensibilizados frente a artritis inducida por colageno (Yuasa, T. et al., 1999, J. Exp. Med. 189,
187-194), y desarrollan enfermedades tipo lupus (Fukuyama, H. et al., J.V., 2005, Nat. Immunol. 6, 99-106; McGaha,
T.L. et al., 2005, Science 307, 590-593) y el sindrome de Goodpasture (Nakamura, A. et al., 2000, J. Exp. Med. 191,
899-906). La desregulacion de FcyRIlb también se ha asociado a enfermedad autoinmune en humanos. Por
ejemplo, los polimorfismos en el dominio de promotor (Blank, M.C. et al., 2005, Hum. Genet. 117, 220-227; Olferiev,
M. et al., 2007, J. Biol. Chem. 282, 1738-1746) y de transmembrana (Chen, J.Y. et al., 2006, Arthritis Rheum. 54,
3908-3917; Floto, R. A. et al., Nat. Med. 11, 1056-1058; Li, X. et al., 2003, Arthritis Rheum. 48, 3242-3252) de
FcyRlIIb se han relacionado con un aumento de la prevalencia de lupus eritematoso sistémico (SLE). Los pacientes
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de SLE también muestran una expresion superficial de FcyRIIb reducida sobre células B (Mackay, M. et al., 2006, J.
Exp. Med. 203, 2157-2164; Su, K. et al., 2007, J. Immunol. 178, 3272-3280) y, en consecuencia, exhiben una
sefializacion de calcio desregulada (Mackay, M. et al., 2006, J. Exp. Med. 203, 2157-2164). El papel fundamental de
FcyRIIb en la regulacién de las células B, soportado por modelos de ratén y por la evidencia clinica, lo convierten en
una diana terapéutica atractiva para controlar trastornos autoinmunes e inflamatorios (Pritchard, N.R. y Smith, K.G.,
2003, Immunology 108, 263-273; Ravetch, J.V. & Lanier, L.L., 2000, Science 290, 84-89; Stefanescu, R.N. et al.,
2004, J. Clin. Immunol. 24, 315-326).

En la presente memoria se describen anticuerpos que imitan los efectos inhibidores del co-enfrentamiento de BCR
cognado con FcyRIIb en células B. Por ejemplo, en la presente memoria se describen anticuerpos anti-CD19
variantes disefiados de tal modo que el dominio Fc se une a FcyRIIb con una afinidad hasta 430 veces superior. En
comparacion con la IgG1 nativa, las variantes de union mejorada de FcyRIIb (MbE) inhiben fuertemente la
movilizaciéon de calcio inducida por BCR vy la viabilidad en células B humanas primarias. Los efectos inhibidores
implicados en la fosforilacion de inositol polifosfato 5-fosfatasa que contiene SH2 (SHIP), que se sabe que esta
implicada en la retroalimentacion negativa de la activacion de células B inducida por FcyRIIb. El co-enfrentamiento
de BCR y FcyRIIb por parte de variantes MbE también solventa los efectos anti-apoptéticos de la activacion de BCR.
El uso de unico anticuerpo para suprimir las funciones de las células B mediante el co-enfrentamiento de BCR
cognado y FcyRIIb puede representar una nueva estrategia en el tratamiento de enfermedades mediadas por células
B. Los ejemplos no limitativos de enfermedades mediadas por células B incluyen malignidades hematologicas,
autoinmunidad, respuestas alérgicas, etc.

En la presente memoria se describen varias definiciones. Dichas definiciones pretenden abarcar los equivalentes
gramaticales.

Con “ADCC” o “citotoxicidad mediada por célula dependiente de anticuerpo” tal como se usan en la presente
memoria se pretende indicar la reaccién mediada por célula en la que células citotdxicas no especificas que
expresan FcyRs reconocen anticuerpo ligado sobre una célula diana y a continuacion producen la lisis de la célula
diana.

Con “ADCP” o fagocitosis mediada por célula dependiente de anticuerpo tal como se usan en la presente memoria
se pretende indicar la reaccidon mediada por célula en la que células citotdxicas no especificas que expresan FcyRs
reconocen anticuerpo ligado sobre una célula diana y a continuacion producen la fagocitosis de la célula diana.

Con “anticuerpo” en la presente memoria se pretende indicar una proteina que consiste en uno o mas polipéptidos
sustancialmente codificados por todos los genes de inmunoglobulina reconocidos o por una parte de los mismos.
Los genes de inmunoglobulina reconocidos, por ejemplo en humanos, incluyen kappa (K), lambda ([Lambdal]) y las
localizaciones genéticas de cadena pesada, que juntos comprenden la miriada de genes de regién variable, los
genes de region constante mu ([upsilon]) delta ([delta]), gamma (y), sigma ([sigma]), y alfa ([alfa]) que codifican los
isotipos IgM, IgD, IgG (IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4), IgE e IgA (IgA1 e IgA2) respectivamente. En la presente memoria
se pretende que anticuerpo incluya anticuerpos de longitud completa y fragmentos de anticuerpo, y puede referirse a
un anticuerpo natural procedente de cualquier organismo, un anticuerpo disefiado, o un anticuerpo generado
recombinantemente para fines experimentales, terapéuticos o de otro tipo.

Con “aminoacido” e “identidad de aminoacido” tal como se usan en la presente memoria se pretende indicar uno de
los 20 aminoacidos naturales o cualquiera de sus andlogos no naturales que puedan estar presentes en una
posicion especifica definida.

Con “célula CD32b<+>" o0 “célula FcyRIIb™ tal como se usa en la presente memoria pretende indicar cualquier célula
o tipo de célula que expresa CD32b (FcyRIIb). Las células CD32b+ incluyen, aunque sin limitacion, células B, células
de plasma, células dendriticas, macréfagos, neutréfilos, mastocitos, baséfilos o eosindfilos.

Con “CDC” o “citotoxicidad dependiente de complemento” tal como se usa en la presente memoria se pretende
indicar la reaccion en la que uno o mas componentes de proteina complemento reconocen el anticuerpo ligado
sobre una célula diana y a continuacion producen la lisis de la célula diana.

Con “regién constante” de un anticuerpo tal como se define en la presente memoria se pretende indicar la region del
anticuerpo que esta codificada por uno de los genes de regidn constante de inmunoglobulina de cadena ligera o
pesada. Por “cadena ligera constante” o “region constante de cadena ligera” tal como se usan en la presente
memoria se pretende indicar la region de un anticuerpo codificado por las cadenas ligeras kappa (CK) o lambda
(C[lambda]). La cadena ligera constante tipicamente comprende un uUnico dominio, y tal como se define en la
presente memoria se refiere a las posiciones 108-214 de CK o C[lambda], en donde la numeracion es segun el
indice EU. Por “cadena pesada constante” o “region constante de cadena pesada” tal como se usan en la presente
memoria se pretende indicar la regién de un anticuerpo codificada por los genes mu, delta, gamma, alfa o épsilon
para definir el isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, IgG, IgA o IgE, respectivamente. Para los anticuerpos de IgG de
longitud completa, la cadena pesada constante, tal como se define en la presente memoria, se refiere al extremo N
del dominio CH1 al extremo C del dominio CH3, comprendiendo de esta manera las posiciones 118-447, en donde
la numeracion es segun el indice EU.
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Con “funcién efectora” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar un evento bioquimico que es
resultado de la interaccion de una region Fc de anticuerpo con un receptor o ligando de Fc. Las funciones efectoras
incluyen funciones efectoras mediadas por FcyR tales como ADCC y ADCP, y funciones efectoras mediadas por
complemento tales como CDC. Adicionalmente, las funciones efectoras incluyen funciones efectoras mediadas por
Fc[kappa]RMb, tal como funciones inhibidoras (p.ej., de regulacién a la baja, reductoras, inhibidoras, etc., respuestas
de célula B, p.€j., una respuesta inmune humoral).

Con “célula efectora” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar una célula del sistema inmune que
expresa uno o mas receptores de Fc y/o de complemento, y que media en una o mas funciones efectoras. Las
células efectoras incluyen, aunque sin limitacion, monocitos, macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, eosindfilos,
mastocitos, plaquetas, células B, linfocitos granulares grandes, células de Langerhans, células asesinas naturales
(NK) y células T y[delta], y pueden proceder de cualquier organismo, incluyendo, aunque sin limitacién, humanos,
ratones, ratas, conejos y monos.

Con “Fab” o “region Fab” tal como se usan en la presente memoria se pretende indicar los polipéptidos que
comprenden los dominios de inmunoglobulina VH, CH 1, VH y CL. Fab se puede referir a esta region en aislamiento,
0 a esta region en el contexto de un anticuerpo de longitud completa o de un fragmento de anticuerpo.

Con “Fc” o “region Fc”, tal como se usan en la presente memoria, se pretende indicar el polipéptido que comprende
la region constante de un anticuerpo excluyendo el primer dominio de inmunoglobulina de regién constante y, en
algunos casos, parte de la bisagra. De esta manera, Fc se refiere a los dos ultimos dominios de inmunoglobulina de
region constante de IgA, IgD e IgG, y a los tres ultimos dominios de inmunoglobulina de region constante de IgE e
IgM, y al extremo N-terminal de bisagra flexible de estos dominios. Para IgA e IgM, Fc puede incluir la cadena J.
Para IgG, Fc comprende los dominios de inmunoglobulina Cgamma2 y Cgamma3 (Cy2 y Cy3) y la bisagra entre
Cgamma1 (Cy1) y Cgamma2 (Cy2). Aunque las fronteras de la regiéon Fc pueden variar, la region Fc de cadena
pesada de IgG humana se define habitualmente comprendiendo los residuos C226 o P230 hasta su extremo
carboxilo, en donde la numeracién es segun el indice EU como en Kabat. Fc puede referirse a esta region en
aislamiento, o a esta region en el contexto de un polipéptido de Fc, tal como se describe a continuacion.

Con “polipéptido de Fc” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar un polipéptido que comprende
la totalidad o una parte de la una region de Fc. Los polipéptidos de Fc incluyen anticuerpos, fusiones de Fc, Fcs
aislados y fragmentos de Fc. Las inmunoglobulinas pueden ser polipéptidos de Fc.

Con “fusion de Fc” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar una proteina en la que uno o mas
polipéptidos estan ligados operativamente a Fc. Fusion de Fc en la presente memoria pretende ser sinénimo de
términos tales como “inmunoadhesina”, “fusion de Ig”, “quimera de Ig” y “globulina receptora” (algunas veces con
guiones) tal como se usan en la técnica anterior (Chamow et al., 1996, Trends Biotechnol 14: 52-60; Ashkenazi et
al., 1997, Curr Opin Immunol 9: 195- 200). Una fusién de Fc combina la regién de Fc de una inmunoglobulina con
una pareja de fusion, que en general puede ser cualquier proteina, polipéptido o molécula pequefia. El papel de la
parte no Fc de una fusion de Fc, es decir, la pareja de fusién, es mediar en la unién a diana, y por tanto es
funcionalmente analoga a las regiones variables de un anticuerpo. Virtualmente se puede ligar cualquier proteina o
molécula pequefia a Fc para generar una fusion de Fc. Las parejas de fusion de proteina pueden incluir, aunque sin
limitacién, la regién de union a diana de un receptor, una molécula de adhesién, un ligando, una enzima, una
citoquina, una quimioquina, o alguna otra proteina o dominio de proteina. Las parejas de fusién de molécula
pequefia pueden incluir cualquier agente terapéutico que dirija la fusion de Fc a una diana terapéutica. Dichas
dianas pueden ser cualquier molécula, p.ej., un receptor extracelular que esté implicado en la enfermedad.

Con “receptor de Fc gamma” o “FcyR” tal como se usa en al presente memoria se pretende indicar cualquier
miembro de la familia de proteinas que se une a la regién de Fc del anticuerpo IgG y que es codificado
sustancialmente por los genes FcyR. En humanos, esta familia incluye, aunque sin limitacion, FcyRI (CD64), que
incluye las isoformas FcyRlIa, FcyRIb, y FcyRIc; FcyRIl (CD32), que incluye las isoformas FcyRlla (que incluye los
alotipos H131 y R131), FcyRIIb (que incluye FcyRIIb-1 y FcyRIlb-2), y FcyRllc; y FcyRIll (CD16), que incluye las
isoformas FcyRllla (que incluye los alotipos V158 y F158) y FcyRIllb (que incluye los alotipos FcyRIlIb-NA1 y
FcyRIllb- NA2) (Jefferis et al., 2002, Immunol Lett 82: 57-65), asi como cualesquier isoformas o alotipos de FcyRs o
FcyR humanos no descubiertos. Un FcyR puede proceder de cualquier organismo, incluyen, aunque sin limitacion,
humanos, ratones, ratas, conejos y monos. Los FcyRs de raton incluyen, aunque sin limitacion, FcyRI (CD64),
FcyRIl (CD32), FcyRIIl (CD16), y FcyRIII-2 (CD16-2), asi como cualesquier isoformas o alotipos de FcyRs de raton
no descubiertos.

Con “ligando de Fc” o “receptor de Fc” tal como se usan en la presente memoria se pretende indicar una molécula,
p.€j., un polipéptido, procedente de cualquier organismo que se une a la region de Fc de un anticuerpo para formar
un complejo Fc-ligando. Los ligandos de Fc incluyen, aunque sin limitacion, FcyRs, FcyRs, FcyRs, FcRn, C1 g, C3,
lectina de unién a manano, receptor de manosa, proteina A de estafilococo, proteina G de estreptococo, y FcyR
virico. Los ligandos de Fc también incluyen homadlogos de receptor de Fc (FCRH), que son una familiar de receptores
de Fc que son homadlogos a los FcyRs (Davis et al., 2002, Immunological Reviews 190: 123-136). Los ligandos de Fc
pueden incluir moléculas no descubiertas que se unen a Fc.
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Con “anticuerpo de longitud completa” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar la estructura que
constituye la forma biolégica natural de un anticuerpo, que incluye regiones variables y constantes. Por ejemplo, en
la mayoria de los mamiferos, que incluyen humanos y ratones, el anticuerpo de longitud completa del isotipo IgG es
un tetramero que consiste en dos pares idénticos de dos cadenas de inmunoglobulina, cada para con una cadena
ligera y una cadena pesada, cada cadena ligera con dominios de inmunoglobulina VL y CL, y cada cadena pesada
con dominios de inmunoglobulina VH, Cy1, Cy2 y Cy3. En algunos mamiferos, por ejemplo camellos y llamas, los
anticuerpos de IgG pueden consistir en solo dos cadenas pesadas, cada cadena pesada con un dominio variable
unidos a la region de Fc.

Con “inmunoglobulina” en la presente memoria se pretende indicar una proteina que comprende uno o mas
polipéptidos codificados sustancialmente por genes de inmunoglobulina. Las inmunoglobulinas incluyen, aunque sin
limitacién, anticuerpos (que incluyen anticuerpos bi-especificos) y fusiones de Fc. Las inmunoglobulinas pueden
presentar una serie de formas estructurales, que incluyen, aunque sin limitacion, anticuerpos de longitud completa,
fragmentos de anticuerpos, y dominios individuales de inmunoglobulina.

Con “dominio de inmunoglobulina (Ig)” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar una region de
una inmunoglobulina que existe como una entidad estructural distinta, segun lo puede determinar un especialista en
la técnica de estructuras proteinicas. Los dominios de Ig tipicamente tienen una topologia de plegamiento [beta]-
sandwich caracteristica. Los dominios de Ig conocidos en el isotipo de IgG de anticuerpos son VH Cy1, Cy2, Cy3, VL
y CL.

Con “IgG” o “inmunoglobulina IgG” tal como se usan en la presente memoria se pretende indicar un polipéptido que
pertenece a la clase de anticuerpos que estan codificados sustancialmente por un gen reconocido de
inmunoglobulina gamma. En humanos, esta clase comprende las subclases o isotipos IgG1, 1IgG2, IgG3 e IgG4. Con
“isotipo” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar cualquiera de las subclases de
inmunoglobulinas definidas por las caracteristicas quimicas y antigénicas de sus regiones constantes. Los isotipos
conocidos de inmunoglobulina humana son IgG1, 19G2, 1gG3, IgG4, IgAl, IgA2, IgM, IgD e IgE.

Con “modificacién” en la presente memoria se pretende indicar una alteracion de las propiedades fisicas, quimicas o
de secuencia de una proteina, polipéptido, anticuerpo o inmunoglobulina. Las modificaciones descritas en la
presente memoria incluyen modificaciones de aminoacido y modificaciones de glicoformas.

Con “modificaciéon de aminoacidos” en la presente memoria se pretende indicar una sustitucion, insercion y/o
eliminacién de aminoacidos en una secuencia de polipéptidos. Con “sustitucién de aminoacidos” o “sustitucién” en la
presente memoria se pretende indicar el reemplazamiento de un aminoacido de una posicién concreta en la
secuencia de un polipéptido original por otro aminoacido. Por ejemplo, la sustitucion S267E se refiere a un
polipéptido variante, en este caso una variante de cadena pesada constante, en el que la serina de la posicién 267
es reemplazada por acido glutamico. Con “insercion de aminoacido” o “insercion” tal como se usan en la presente
memoria se pretende indicar la adicién de un aminoacido en una posicién particular de una secuencia de polipéptido
original. Con “eliminacién de aminoacido” o “eliminacion” tal como se usan en la presente memoria se pretende
indicar la eliminacién de un aminoacido en una posicion particular de una secuencia de polipéptido original.

Con “modificacion de glicoforma” o “glicoforma modificada” o “glicoforma disefiada” tal como se usan en la presente
invencion se pretende indicar una composiciéon de carbohidrato que esta unida covalentemente a una proteina, por
ejemplo un anticuerpo, en donde dicha composicion de carbohidrato difiere quimicamente de la de una proteina
original. La glicoforma modificada tipicamente se refiere al diferente carbohidrato u oligosacarido; por ejemplo, de
esta manera una variante de Fc puede comprender una glicoforma modificada. Alternativamente, la glicoforma
modificada puede referirse a la variante de Fc que comprende el diferente carbohidrato u oligosacarido.

Con “polipéptido original”, “proteina original”, “inmunoglobulina original”, “polipéptido precursor”, “proteina
precursora” o “inmunoglobulina precursora” tal como se usan en la presente memoria se pretende indicar un
polipéptido, proteina o inmunoglobulina no modificados que es modificado posteriormente para generar una variante,
p.ej., cualquier polipéptido, proteina o inmunoglobulina que sirva como plantilla y/o base para al menos una
modificacion de aminoacidos descrita en la presente memoria. El polipéptido original puede ser un polipéptido
natural, o una version variante o disefiada de un polipéptido natural. El polipéptido original puede referirse al propio
polipéptido, a composiciones que comprenden el polipéptido original, o a la secuencia de aminoacidos que lo
codifica. Por consiguiente, con “polipéptido de Fc original” tal como se usa en la presente memoria se pretende
indicar un polipéptido de Fc que es modificado para generar un polipéptido de Fc variante, y con “anticuerpo original”
tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar un anticuerpo que es modificado para generar un
anticuerpo variante (p.ej., un anticuerpo original puede incluir, aunque sin limitacién, una proteina que comprende la
region constante de una Ig natural).

Con “posicién” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar una localizacién en la secuencia de una
proteina. Las posiciones se pueden numerar secuencialmente, o segun un formato establecido, por ejemplo el indice
EU como en Kabat. Por ejemplo, la posicién 297 es una posicién del anticuerpo IgG1 humano.
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Con “polipéptido” o “proteina” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar al menos dos
aminoacidos unidos covalentemente, que incluyen proteinas, polipéptidos, oligopéptidos y péptidos.

Con “residuo” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar una posicidn en una proteina y esta
asociada a la identidad de aminoacido. Por ejemplo, Asparagina 297 (también referida como Asn297, también
referida como N297) es un residuo del anticuerpo IgG1 humano.

Con “antigeno diana” tal como se usa en la presente invencion se pretende indicar la molécula que esta ligada a la
region variable de un anticuerpo dado, o la pareja de fusion de una fusion de Fc. Un antigeno diana puede ser una
proteina, carbohidrato, lipido u otro compuesto quimico. Un anticuerpo o fusion de Fc se dice que son “especificos”
para un antigeno diana dado en base a la afinidad que presentan por el antigeno diana.

Con “célula diana” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar una célula que expresa un antigeno
diana.

Con “region variable” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar la regiéon de una inmunoglobulina
que comprende uno o mas dominios de Ig codificados sustancialmente por cualquiera de los genes VK, V[lambda],
y/o VH que constituyen las localizaciones genéticas de inmunoglobulina kappa, lambda y de cadena pesada,
respectivamente.

” o«

Con “polipéptido variante”, “variante de polipéptido” o “variante” tal como se usan en la presente memoria pretende
indicar una secuencia de polipéptido que difiere de la secuencia de un polipéptido original en virtud a al menos una
modificacion de aminoacido. El polipéptido original puede ser un polipéptido natural o “wild-type” (WT), o puede ser
una version modificada de un polipéptido WT. El polipéptido variante puede referirse al propio polipéptido, a una
composicion que comprende el polipéptido, o a la secuencia de aminoacidos que lo codifica. En algunas
realizaciones, los polipéptidos variantes descritos en la presente memoria (p.€j., inmunoglobulinas variantes) pueden
presentar al menos una modificacion de aminoacido en comparacion con el polipéptido original, p.ej., de
aproximadamente una a aproximadamente diez modificaciones de aminoacido, de aproximadamente una a
aproximadamente cinco modificaciones de aminoacido, etc., con respecto al original. La secuencia de polipéptido
variante en la presente memoria puede poseer al menos un 80% de homologia con respecto a una secuencia de
polipéptido original, p.ej., una homologia de al menos aproximadamente un 90%, un 95%, etc. Por consiguiente, con
“variante de Fc” o “Fc variante” tal como se usan en la presente memoria se pretende indicar una secuencia de Fc
que difiere de la de una secuencia de Fc original en virtud a al menos una modificacién de aminoacido. Una variante
de Fc puede abarcar solo una region de Fc, o puede existir en el contexto de un anticuerpo, una fusion de Fc, un Fc
aislado, un fragmento de Fc, u otro polipéptido que esta codificado sustancialmente por Fc. Variante de Fc puede
referirse al propio polipéptido de Fc, a composiciones que comprenden el polipéptido variante de Fc, o a la
secuencia de aminoacidos que lo codifica. Con “variante de polipéptido de Fc” o “polipéptido de Fc variante” tal como
se usan en la presente memoria se pretende indicar un polipéptido de Fc que difiere de un polipéptido de Fc original
en virtud a al menos una modificacidon de aminoacido. Con “variante de proteina” o “proteina variante” tal como se
usa en la presente memoria se pretende indicar una proteina que difiere de una proteina original en virtud a al
menos una modificacién de aminoacido. Con “variante de anticuerpo” o “anticuerpo variante” tal como se usan en la
presente memoria se pretende indicar un anticuerpo que difiere de un anticuerpo original en virtud a al menos una
modificacion de aminoacido. Con “variante de IgG” o “IgG variante” tal como se usan en la presente memoria se
pretende indicar un anticuerpo que difiere de una IgG original en virtud a al menos una modificacion de aminoacido.
Con “variante de inmunoglobulina” o “inmunoglobulina variante” tal como se usan en la presente memoria se
pretende indicar una secuencia de inmunoglobulina que difiere de la de una secuencia de inmunoglobulina original
en virtud a al menos una modificaciéon de aminoacido.

Con “wild-type” o “WT” en la presente memoria se pretende indicar una secuencia de aminoacido o una secuencia
de nucledtidos que se encuentra en la naturaleza, incluyendo las variaciones alélicas. Una proteina, polipéptido,
anticuerpo, inmunoglobulina, IgG, etc., WT tiene una secuencia de aminoacidos o una secuencia de nucleétidos que
no ha sido modificada intencionadamente.

Inmunoglobulinas

Tal y como se describe en la presente memoria, una inmunoglobulina puede ser un anticuerpo, una fusién de Fc, un
Fc aislado, un fragmento de Fc o un polipéptido de Fc. En una realizacién, una inmunoglobulina es un anticuerpo.

Los anticuerpos son proteinas inmunolégicas que se unen a un antigeno especifico. En la mayoria de los
mamiferos, que incluyen humanos y ratones, los anticuerpos se construyen a partir de cadenas de polipéptido
pesadas y ligeras emparejadas. Las regiones variables de cadena ligera y pesada muestran una diversidad de
secuencia significativa entre anticuerpos, y son responsables de la union del antigeno diana. Cada cadena esta
constituida por hasta cuatro dominios de inmunoglobulina (lg) individuales, y por tanto el término genérico
inmunoglobulina se usa para dichas proteinas.

Las unidades estructurales de anticuerpo tradicionales tipicamente comprenden un tetramero. Cada tetramero esta
compuesto tipicamente de dos pares idénticos de cadenas de polipéptidos, presentando cada para una cadena
“ligera” (que tiene tipicamente un peso molecular de aproximadamente 25 kDa) y una cadena “pesada” (que tiene
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tipicamente un peso molecular de aproximadamente 50-70 kDa). Las cadenas ligeras se clasifican como cadenas
ligeras kappa y lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como mu, delta, gamma, alfa o épsilon, y definen el
isotipo del anticuerpo como IgM, IgD, 1gG, IgA1 e IgE, respectivamente. La IgG tiene varias subclases, que incluyen,
aunque sin limitacion, 1gG1, 1IgG2, IgG3 e IgG4. La IgM tiene subclases, que incluyen, aunque sin limitacion, IgM1 e
IgM2. La IgA presenta varias subclases, que incluyen, aunque sin limitacion, IgA1 e IgA2. Por tanto, “isotipo” tal
como se usa en la presente memoria pretende indicar cualquiera de las clases y subclases de inmunoglobulinas
definidas por las caracteristicas quimicas y antigénicas de sus regiones constantes. Los isotipos de inmunoglobulina
humana conocidos son IgG1, IgG2, 1IgG3, 1gG4, IgA1, IgA2, IgM1, IgM2, IgD e IgE.

Cada una de las cadenas ligeras y pesadas esta constituida por dos regiones distintas, referidas como regiones
variables y constantes. La cadena pesada de IgG estd compuesta por cuatro dominios de inmunoglobulina unidos
desde el extremo N al extremo C en el orden VH-CH1-CH2-CH3, que se refieren al dominio variable de cadena
pesada, al dominio constante de cadena pesada 1, al dominio constante de cadena pesada 2, y al dominio constante
de cadena pesada 3, respectivamente (también referidos como VH-Cy1-Cy2-Cy3, que se refieren al dominio variable
de cadena pesada, al dominio constante gamma 1, al dominio constante gamma 2, y al dominio constante gamma 3,
respectivamente). La cadena ligera de IgG estd compuesta por dos dominios de inmunoglobulina unidos desde el
extremo N al extremo C en el orden VL-CL, que se refieren al dominio variable de cadena ligera y al dominio
constante de cadena ligera, respectivamente. Las regiones constantes muestran una menor diversidad de
secuencia, y son responsables de la unién de una serie de proteinas naturales para provocar eventos bioquimicos
importantes. Las caracteristicas distintivas entre estas clases de anticuerpos son sus regiones constantes, aunque
pueden existir diferencias mas sutiles en la region variable.

La region variable de un anticuerpo contiene los determinantes de union de antigeno de la molécula, y determina de
esta manera la especificidad de un anticuerpo por su antigeno diana. La region variable se denomina asi porque es
la mas distinta en secuencia de los otros anticuerpos de la misma clase. La porciéon amino-terminal de cada cadena
incluye una region variable de aproximadamente 100 a 1 10 o mas aminoacidos responsables principales del
reconocimiento de antigeno. En la region variable, se retnen tres lazos para cada uno de los dominios V de la
cadena pesada y la cadena ligera para formar un sitio de unién a antigeno. Cada uno de los lazos es referido como
region determinante de complementariedad (denominas a partir de este momento “CDR”), en la que la variacion de
la secuencia de aminoacidos es mas significativa. Existen 6 CDRs en total, tres en cada cadena, pesada y ligera,
designados VH CDR1, VH CDR2, VH CDR3, VL CDR1, VL CDR2 y VL CDR3. La region variable fuera de las CDRs
se denomina region estructural (FR). Aunque no tan diversas como las CDRs, existe variabilidad de secuencia en la
region FR entre diferentes anticuerpos. En general, esta arquitectura caracteristica de anticuerpos proporciona una
estructura estable (la region FR) sobre la cual el sistema inmune puede explorar una diversidad sustancial de unién
a antigeno (las CDRs) para obtener especificidad para un amplio abanico de antigenos. Se dispone de una serie de
estructuras de alta resoluciéon para una variedad de fragmentos de region variable procedentes de diferentes
organismos, algunos ligados y algunos formando complejo con antigeno. Las caracteristicas de secuencia y
estructurales de las regiones variables de anticuerpos se describen, por ejemplo, en Morea et al., 1997, Biophys
Chem 68: 9-16; Morea et al., 2000, Methods 20: 267-279, y las caracteristicas conservadas de anticuerpos se
describen, por ejemplo, en Maynard et al., 2000, Annu Rev Biomed Eng 2: 339-376.

La porcién carboxi-terminal de cada cadena define una region constante responsable principalmente de la funcion
efectora. En la subclase IgG de inmunoglobulinas, existen varios dominios de inmunoglobulina en la cadena pesada.
Con “dominio de inmunoglobulina (Ig)” en la presente memoria se pretende indicar una regién de una
inmunoglobulina que tiene una estructura terciaria distinta. De interés en las realizaciones descritas en la presente
memoria son los dominios de cadena pesada, que incluyen los dominios pesados constantes (CH) y la region de
bisagra. En el contexto de los anticuerpos de IgG, los isotipos de IgG tienen tres regiones CH cada uno. Por
consiguiente, los dominios “CH” en el contexto de IgG son como se indica a continuacién: “CH 1” se refiere a las
posiciones 118-220 segun el indice EU como en Kabat. “CH2” se refiere a las posiciones 237-340 segun el indice
EU como en Kabat, y “CH3” se refiere a las posiciones 341-447 segun el indice EU como en Kabat.

Otra region importante de la cadena pesada es la region de bisagra. Con “bisagra” o “region de bisagra” o “region de
bisagra de anticuerpo” o “regién de bisagra de inmunoglobulina” en la presente memoria se pretende indicar el
polipéptido flexible que comprende los aminoacidos entre el primer y segundo dominios constantes de un anticuerpo.
Estructuralmente, el dominio CH1 de IgG acaba en la posicion EU 220, y el dominio CH2 de IgG comienza en la
posicion de residuo EU 237. Por tanto, para IgG la bisagra de anticuerpo se define en la presente memoria para
incluir las posiciones 221 (D221 en IgG1) a 236 (G236 en IgG1), en donde la numeracion es segun el indice EU
como en Kabat. En algunas realizaciones, por ejemplo en el contexto de una regién de Fc, se incluye la bisagra
inferior, refiriéndose de forma general “bisagra inferior” a las posiciones 226 o 230 a 236.

De interés en las realizaciones descritas en la presente memoria son las regiones de Fc. Con “Fc” o “region de Fc”,
tal como se usan en la presente memoria se pretende indicar un polipéptido que comprende la regién constante de
un anticuerpo que excluye el dominio de inmunoglobulina de la primera region constante y en algunos casos, parte
de la bisagra. Por tanto, Fc se refiere a al menos dos dominios de inmunoglobulina de region constante de IgA, IgD e
IgG, y los tres ultimos dominios de inmunoglobulina de regién constante de IgE e IgM, y la bisagra flexible N-terminal
a dichos dominios. Para IgA e IgM, Fc puede incluir la cadena J. Para IgG, Fc comprende los dominios de
inmunoglobulina Cgamma2 y Cgamma3 (Cy2 y Cy3) y la region de bisagra inferior entre Cgammal (Cy1) y
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Cgamma2 (Cy2). Aunque las fronteras de la region de Fc pueden variar, la region de Fc de cadena pesada de 1gG
humana habitualmente se define incluyendo los residuos C226 o P230 hasta su extremo carboxilo, en donde la
numeracion es segun el indice EU como en Kabat. Fc puede referirse a esta region en aislamiento, o a esta region
en el contexto de un polipéptido de Fc, tal como se describe mas adelante. Con “polipéptido de Fc” tal como se usa
en la presente memoria se pretende indicar un polipéptido que comprende la totalidad o parte de una region de Fc.
Los polipéptidos de Fc incluyen anticuerpos, fusiones de Fc, Fcs aislados y fragmentos de Fc.

La regién de Fc de un anticuerpo interacciona con una serie de receptores y ligandos de Fc, confiriendo un conjunto
de importantes capacidades funcionales denominadas funciones efectoras. Para la regién de Fc de IgG, Fc
comprende los dominios de Ig Cy2 y Cy3 y la bisagra N-terminal que conduce a Cy2. Una familia importante de
receptores de Fc para la clase IgG son los receptores gamma de Fc (FcyRs). Estos receptores median en la
comunicacion entre anticuerpos y el brazo celular del sistema inmune (Raghavan et al., 1996, Annu Rev Cell Dev
Biol 12: 181-220; Ravetch et al., 2001, Annu Rev Immunol 19: 275-290). En humanos esta familia de proteinas
incluye FcyRI (CD64), que incluye las isoformas FcyRla, FcyRIb, y FcyRIc; FcyRIl (CD32), que incluye las isoformas
FcyRlla (que incluye los alotipos H131 y R131), FcyRlIIb (que incluye FcyRIlb-1 y FcyRIIb-2), y FcyRllc; y FeyRIII
(CD16), que incluye las isoformas FcyRllla (que incluye los alotipos V158 y F158) y FcyRIllb (que incluye los
alotipos FcyRIlIb-NA1 y FcyRIlIb-NA2) (Jefferis et al., 2002, Immunol Lett 82: 57-65). Estos receptores tipicamente
tienen un domino extracelular que media en la unién a Fc, una region que se extiende a la membrana, y un dominio
intracelular que puede mediar en algun evento de sefializacion dentro de la célula. Estos receptores se expresan en
una variedad de células inmunes que incluyen monocitos, macréfagos, neutréfilos, células dendriticas, eosindfilos,
mastocitos, plaquetas, células B, linfocitos granulares grandes, células de Langerhans<1>, células asesinas
naturales (NK), y células T yy. La formacion del complejo Fc/FcyR recluta estas células efectoras a los sitios de
antigeno unido, dando como resultado tipicamente eventos de sefializacion dentro de las células, y posteriores
respuestas inmunes importantes tales como la liberacidon de mediadores de la inflamacién, activacién de células B,
endocitosis, fagocitosis y ataque citotoxico. La capacidad para mediar en las funciones efectoras citotdxicas y
fagociticas es un mecanismo potencial mediante el cual los anticuerpos destruyen células diana. La reaccion
mediada por célula en donde células citotdxicas no especificas que expresan FcyRs reconocen anticuerpo ligado
sobre una célula diana y posteriormente producen la lisis de la célula diana, se denomina citotoxicidad mediada por
célula dependiente de anticuerpo (ADCC) (Raghavan et al., 1996, Annu Rev Cell Dev Biol 12: 181-220; Ghetie et al.,
2000, Annu Rev Immunol 18: 739-766; Ravetch et al., 2001, Annu Rev Immunol 19: 275-290). La reaccion mediada
por célula en donde células citotoxicas no especificas que expresan FcyRs reconocen anticuerpo ligado sobre una
célula diana y posteriormente causan la fagocitosis de la célula diana, se denomina fagocitosis mediada por célula
dependiente de anticuerpo (ADCP).

Las diferentes subclases de IgG tienen diferentes afinidades por los FcyRs, tipicamente dando lugar a uniones
sustancialmente mejores la IgG1 y la IgG3 a los receptores que la IgG2 y la IgG4 (Jefferis et al., 2002, Immunol Lett
82:57-65). Los FcyRs se unen a la region de Fc de la IgG con diferentes afinidades. Los dominios extracelulares de
FcyRllla y FcyRIIIb son idénticos en un 96%, sin embargo FcyRIIIb no tiene un dominio de sefalizacion intracelular.
Ademas, mientras que FcyRI, FcyRlla/c y FcyRllla son reguladores positivos de la activacion inmune activada por
complejo, que se caracterizan por presentar un dominio intracelular que tiene una estructura de activacion basada
en tirosina de inmunorreceptor (ITAM), FcyRIllb tiene una estructura de inhibicion basada en tirosina de
inmunorreceptor (ITIM) y por tanto es inhibidor. De esta manera los primeros son conocidos receptores de inhibicién,
mientras que FcyRIlb es conocido como receptor de activacion. A pesar de estas diferencias en afinidades y
actividades, todos los FcyRs se unen a la misma region de Fc, en el extremo N-terminal del dominio Cy2 y en la
bisagra precedente. Esta interaccion esta bien caracterizada estructuralmente (Sondermann et al., 2001, J Mol Biol
309: 737-749), y se han resuelto varias estructuras de la Fc humana ligada al dominio extracelular del FcyRIllb
humano (cédigo de acceso pdb 1 E4K) (Sondermann et al., 2000, Nature 406: 267-273) (cédigos de acceso pdb 1
MS y 1 MX) (Radaev et al., 2001, J Biol Chem 276: 16469-16477).

Un sitio solapante pero separado en la Fc sirve como interfaz para la proteina de complemento C1q. De la misma
manera que la uniéon Fc/FcyR media en la ADCC, la unién Fc/C1q media en la citotoxicidad dependiente de
complemento (CDC). Un sitio en Fc entre los dominios Cy2 y Cy3 media en la interaccion con el receptor neonatal
FcRn, la unién al cual recicla anticuerpos endocitosados procedentes del fondo endosomatico de la corriente
sanguinea (Raghavan et al., 1996, Annu Rev Cell Dev Biol 12: 181-220; Ghetie et al., 2000, Annu Rev Immunol 18:
739-766). Este proceso, acoplado a la preclusion de la filtracion renal debida al tamafio grande de la molécula de
longitud completa, da como resultado vidas medias en suero de anticuerpo favorables que oscilan entre una y tres
semanas. La union de Fc a FcRn también desempefia un papel fundamental en el transporte de anticuerpos. El sitio
de unién para FcRn sobre Fc también es el sitio al cual se unen las proteinas bacterianas A y G. La unién estrecha
por parte de estas proteinas es explotada tipicamente como medio para purificar anticuerpos empleando
cromatografia de afinidad de proteina A o de proteina G durante la purificacién de proteinas. La fidelidad de estas
regiones, las regiones de union de complemento y FcRn/proteina A son importantes tanto para las propiedades
clinicas de los anticuerpos como para su desarrollo.

Una caracteristica fundamental de la region de Fc es la glicosilacion N-ligada conservada que se produce en N297.
Este carbohidrato, u oligosacarido como es definido a veces, desempefia un papel estructural y funcional critico para
el anticuerpo, y es una de las principales razones de que los anticuerpos deban ser producidos usando sistemas de
expresion de mamifero. La unién eficiente de Fc a FcyR y a C1q requiere esta modificacion, y las alteraciones en la
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composicion del carbohidrato N297 o su eliminacién afectan a la unién de estas proteinas (Umana et al., 1999, Nat
Biotechnol 17: 176-180; Davies et al., 2001, Biotechnol Bioeng 74: 288-294; Mimura et al., 2001 , J Biol Chem 276:
45539-45547.; Radaev et al., 2001 , J Biol Chem 276: 16478-16483; Shields et al., 2001 , J Biol Chem 276: 6591-
6604; Shields et al., 2002, J Biol Chem 277: 26733-26740; Simmons et al., 2002, J Immunol Methods 263: 133-147).

Las inmunoglobulinas de las realizaciones descritas en la presente memoria también pueden ser una proteina de
tipo anticuerpo referida como fusion de Fc (Chamow et al., 1996, Trends Biotechnol 14: 52-60; Ashkenazi et al.,
1997, Curr Opin Immunol 9: 195-200). “Fusién de Fc” en la presente memoria pretende ser sinénimo de los términos
“inmunoadhesina”, “fusién de Ig”, “quimera de Ig” y “globulina receptora” (algunas veces con guiones) tal como se
usan en la técnica previa (Chamow ef al., 1996, Trends Biotechnol 14: 52-60; Ashkenazi et al., 1997, Curr Opin
Immunol 9: 195-200). Una fusion de Fc es una proteina en la que uno o mas polipéptidos, referidos en la presente
memoria como “pareja de fusion”, estan ligados operativamente a Fc. Una fusion de Fc combina la region de Fc de
un anticuerpo, y por tanto sus funciones efectoras y farmacocinética favorables, con la region de unién a diana de un
receptor, ligando o alguna otra proteina o dominio de proteina. El papel de ésta Ultima es mediar en el
reconocimiento de la diana, y por tanto es funcionalmente analoga a la regién variable de anticuerpo. Debido al
solapamiento estructural y funcional de las fusiones de Fc con anticuerpos, la discusidon sobre anticuerpos en la
presente descripcion se extiende también a las fusiones de Fc.

Virtualmente cualquier proteina o molécula pequefia se pueden ligar a Fc para generar una fusion de Fc. Las parejas
de fusién de proteina pueden incluir, aunque sin limitacién, la region variable de cualquier anticuerpo, la region de
union a diana de un receptor, una molécula de adhesién, un ligando, una enzima, una citoquina, una quimioquina, o
alguna otra proteina o dominio de proteina. Las parejas de fusion de molécula pequefia pueden incluir cualquier
agente que dirija la fusion de Fc a un antigeno diana. Dicho antigeno diana puede ser cualquier molécula, p.€j., un
receptor extracelular, que esté implicado en la enfermedad. Las fusiones de Fc de las realizaciones descritas en la
presente memoria pueden dirigirse virtualmente a antigenos que sean expresados en células CD32b".

Las parejas de fusion pueden ligarse a cualquier region de una regién de Fc, incluyendo en el extremo N o C, o en
algun residuo entre los extremos. En una realizacion, una pareja de fusion es ligada en el extremo N o C de la region
de Fc. Se puede usar una variedad de ligandos en algunas realizaciones descritas en la presente memoria para unir
covalentemente regiones de Fc a una pareja de fusion. Con “ligando”, “secuencia de ligando”, “espaciador”,
“secuencia de enlace” o equivalentes gramaticales de los mismos, en la presente memoria se pretende indicar una
molécula o grupo de moléculas (tal como un monémero o un polimero) que conecta dos moléculas y que a menudo
sirve para ubicar las dos moléculas en una configuracion. Los ligandos son conocidos en la técnica; por ejemplo, los
bien conocidos ligandos homo- o hetero-bifuncionales (véase el catalogo 1994 Pierce Chemical Company, seccion
técnica sobre ligandos cruzados, paginas 155-200). Se puede usar una serie de estrategias para unir
covalentemente moléculas. Estas incluyen, aunque sin limitacién, enlaces de polipéptido entre los extremos N y C de
proteinas o dominios de proteinas, union via enlaces de disulfuro, y unién via reactivos reticulantes quimicos. En un
aspecto de esta realizacion, el ligando es un enlace de péptido, generado mediante técnicas recombinantes o
sintesis de péptidos. El péptido ligando puede incluir de forma predominante los siguientes residuos de aminoacido:
Gly, Ser, Ala o Thr. El péptido ligando deberia tener una longitud que sea adecuada para unir dos moléculas de un
modo tal que asuman la conformacion correcta una respecto a la otra, de tal modo que mantengan su actividad
deseada. Las longitudes adecuadas para este fin incluyen al menos uno y no mas de 50 residuos de aminoacido. En
una realizacioén, el ligando tiene una longitud de entre 1 y 30 aminoacidos. En una realizacion, se pueden usar
ligandos con una longitud de 1 a 20 aminoacidos.

Los ligandos utiles incluyen polimeros glicina-serina (que incluyen, por ejemplo, (GS)n, (GSGGS)n (establecido
como SEQ ID NO: 1), (GGGGS)n (establecido como SEQ ID NO: 2), y (GGGS)n (establecido como SEQ ID NO: 3),
donde n es un niumero entero de al menos uno), polimeros glicina-alanina, polimeros alanina-serina, y otros ligandos
flexibles, como podran apreciar los especialistas en la técnica. Alternativamente, se pueden usar como ligandos una
variedad de polimeros no proteinicos, que incluyen, aunque sin limitacion, polietilen glicol (PEG), polipropilen glicol,
poli-oxialquilenos, o copolimeros de polietilen glicol y polipropilen glicol, es decir, se pueden usar para unir regiones
de Fc a una pareja de fusion.

También se contemplan como parejas de fusion los polipéptidos de Fc. De esta manera, una inmunoglobulina tal
como se describe en la presente memoria puede ser un polipéptido de Fc multimérico, que comprende dos o mas
regiones de Fc. La ventaja de dicha molécula es que proporciona multiples sitios de unién para receptores de Fc con
una Unica molécula de proteina. En una realizacion, las regiones de Fc se pueden ligar usando una estrategia de
ingenieria quimica. Por ejemplo, se pueden ligar Fab’s y Fc’'s mediante enlaces de tioéter que se origina en residuos
de cisteina de las bisagras, generando moléculas tales como FabFc2. Las regiones de Fc se pueden ligar usando
ingenieria de disulfuro y/o reticulante quimico. En una realizacién, las regiones de Fc se pueden ligar genéticamente.
En una realizacion, las regiones de Fc en una inmunoglobulina se unen genéticamente a regiones de Fc ligadas en
tandem tal como se describe en el documento USSN 11/022.289, presentado el 21-12-2004, titulado “Fc
polypeptides with novel Fc ligand binding sites”. Los polipéptidos de Fc ligados en tdndem pueden comprender dos o
mas regiones de Fc, p.ej., de una a tres regiones de Fc, dos regiones de Fc. Puede ser ventajoso explorar una serie
de construcciones de ingenieria a fin de obtener regiones de Fc ligadas en homo- o hetero-tandem con las
propiedades estructurales y funcionales mas favorables. Las regiones de Fc ligadas en tandem pueden ser regiones
de Fc ligadas en homo-tandem, es decir una regién de Fc de un is6topo esta fusionada genéticamente con otra
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region de Fc del mismo isotipo. Se anticipa que debido a que hay mdltiples sitios de union de FcyR, C1q y/o FcRn en
los polipéptidos de Fc ligados en tandem, las funciones efectoras y/o la farmacocinética se pueden ver potenciadas.
En una realizacion alternativa, las regiones de Fc de diferentes isotipos pueden ligarse en tandem, referidas como
regiones de Fc ligadas en hetero-tandem. Por ejemplo, puesto que la capacidad de dirigirse a receptores FcyR y
Fc[sigma]RI, una inmunoglobulina que se une tanto a FcyRs como a Fc[sigma]R| puede proporcionar una mejora
clinica significativa.

Las inmunoglobulinas de las realizaciones descritas en la presente memoria pueden estar codificadas
sustancialmente por genes de inmunoglobulina que pertenecen a cualquiera de las clases de anticuerpos. En
determinadas realizaciones, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria encuentran uso en anticuerpos
o fusiones de Fc que comprenden secuencias que pertenecen a la clase IgG de anticuerpos, que incluyen 1gG1,
IgG2, IgG3 o IgG4. La Figura 1 proporciona un alineamiento de dichas secuencias de IgG humana. En realizaciones
alternativas, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria encuentran uso en anticuerpos o fusiones de Fc
que comprenden secuencias que pertenecen a las clases de anticuerpos IgA (que incluye las subclases IgA1 e
IgA2), IgD, IgE, I1gG o IgM. Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden comprender mas de una
cadena de proteina, p.ej., puede haber un anticuerpo o una fusién de Fc que sea un monémero o un oligémero,
incluyendo un homo- o hetero-oligémero.

Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden estar codificadas sustancialmente por genes
procedentes de cualquier organismo, p.ej., mamiferos (que incluyen, aunque sin limitacion, humanos, roedores (que
incluyen, aunque sin limitacion, ratones y ratas), lagomorfos (que incluyen, aunque sin limitacion, conejos vy liebres),
camélidos (que incluyen, aunque sin limitacion, camellos, llamas y dromedarios), y primates no humanos, que
incluyen, aunque sin limitacion, prosimios, platirrinos (monos del Nuevo Mundo), cercopitécidos (monos del Viejo
Mundo) y hominoideos que incluyen los gibones y simios menores y grandes simios. En una realizacion
determinada, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden ser sustancialmente humanas.

Como es bien conocido en la técnica, existen polimorfismos de inmunoglobulina en la poblacion humana. El
polimorfismo Gm esta determinado por los genes IGHG1, IGHG2 e IGHG3 que presentan alelos que codifican
determinantes antigénicos alotipicos denominados alotipos G1m, G2m y G3m para marcadores de las moléculas de
IgG1, 1gG2 e IgG3 humanas (no se han descubierto alotipos de Gm en la cadena gamma 4). Los marcadores se
pueden clasificarse en “alotipos” e “isoalotipos”. Estos se distinguen en diferentes bases seroldgicas dependientes
de las fuertes homologias de secuencia entre los isotipos. Los alotipos son determinantes antigénicos especificados
por formas alélicas de los genes de Ig. Los alotipos representan ligeras diferencias en las secuencias de
aminoacidos de cadenas pesadas y ligeras de los diferentes individuos. Incluso una uUnica diferencia de aminoacido
puede dar lugar a un determinante alotipico, aunque en muchos casos existen varias sustituciones de aminoacidos
que se han producido. Los alotipos son diferencias de secuencia entre alelos de una subclase, mediante las cuales
los antisueros reconocen solo las diferencias alélicas. Un isoalotipo es un alelo en un isotipo que produce un epitopo
que es compartido con una regién homoéloga no polimérfica de uno o mas isotipos diferentes, y debido a esto los
antisueros reaccionaran con los alotipos relevantes y los isotipos homoélogos relevantes (Clark, 1997, 1gG effector
mechanisms, Chem Immunol. 65: 88-110; Gorman y Clark, 1990, Semin Immunol 2(6): 457-66).

Las formas alélicas de las inmunoglobulinas humanas han sido bien caracterizadas (WHO Review of the notation for
the allotypic and related markers of human immunoglobulins. J Immunogen 1976, 3: 357- 362; WHO Review of the
notation for the allotypic and related markers of human immunoglobulins. 1976, Eur. J. Immunol. 6, 599-601; Loghem
E van, 1986, Allotypic markers, Monogr Allergy 19: 40-51). Adicionalmente, se han caracterizado otros polimorfismos
(Kim et al., 2001, J. Mol. Evol. 54: 1-9). En la actualidad, se conocen 18 alotipos de Gm: G1 m (1, 2, 3, 17) o G1m
(a, x, f, z), G2m (23) 0 G2m (n), G3m (5, 6, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 21, 24, 26, 27, 28) o G3m (b1, c3, b5, b[theta],
b3, b4, s, t, g1, c5, u, v, g5) (Lefranc, et al., The human IgG subclasses: molecular analysis of structure, function and
regulation. Pergamon, Oxford, pag. 43-78 (1990); Lefranc, G. et al., 1979, Hum. Genet.: 50, 199-211). Los alotipos
que se heredan en combinaciones fijas se denominan haplotipos Gm. La Figura 2 muestra haplotipos comunes de la
cadena gamma de la IgG1 humana (Figura 2A) y de la IgG2 humana (Figura 2A), mostrando las posiciones y las
sustituciones de aminoacidos relevantes. Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden estar
codificadas sustancialmente por cualquier alotipo, isoalotipo o haplotipo de cualquier gen de inmunoglobulina.

Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden componer un polipéptido de Fc, que incluye, aunque
sin limitacion, anticuerpos, Fcs aislados, fragmentos de Fc y fusiones de Fc. En una realizacion, una
inmunoglobulina descrita en la presente memoria es un anticuerpo de longitud completa, que constituye la forma
biolégica natural de un anticuerpo, incluyendo las regiones variables y constantes. Para el isotipo de IgG, el
anticuerpo de longitud completa es un tetramero y consiste en dos pares idénticos de dos cadenas de
inmunoglobulina, presentando cada para una cadena ligera y una pesada, cada cadena ligera comprendiendo
dominios de inmunoglobulina VL y CL, y cada cadena pesada comprendiendo dominios de inmunoglobulina VH,
Cy1, Cy2 y Cy3. En ofra realizacion, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria son regiones de Fc
aisladas o fragmentos de Fc.

Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden ser una variedad de estructuras, que incluyen,
aunque sin limitacion, fragmentos de anticuerpo, anticuerpos bi-especificos, minicuerpos, anticuerpos de dominio,
anticuerpos sintéticos (algunas veces referidos en la presente memoria como “miméticos de anticuerpo”),
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anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, fusiones de anticuerpo (algunas veces referidos como
“conjugados de anticuerpo”), y fragmentos de cada uno, respectivamente.

En una realizacion, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo especificos incluyen,
aunque sin limitacion, (i) el fragmento Fab que consiste en los dominios VL, VH, CL y CH1, (ii) el fragmento Fd que
consiste en los dominios VH y CH1, (iii) el fragmento Fv que consiste en los dominios VL y VH de un Unico
anticuerpo; (iv) el fragmento dAb, que consiste en una Unica variable, (v) regiones CDR aisladas, (vi) fragmentos
F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos fragmentos Fab ligados, (vii) moléculas Fv de cadena individual
(scFv), en donde un dominio VH y un dominio VL estan unidos a través de un ligando peptidico que permite a los
dos dominios asociarse para formar un sitio de union a antigeno, (viii) dimeros Fv de cadena sencilla bi-especificos,
y (ix) “diacuerpos” o “triacuerpos”, fragmentos multivalentes o multiespecificos construidos mediante fusion génica.
Los fragmentos de anticuerpo pueden modificarse. Por ejemplo, las moléculas pueden estabilizarse mediante la
incorporacion de puentes de disulfuro que unan los dominios VH y VL. Los ejemplos de formatos de anticuerpo y
arquitecturas se describen en Holliger y Hudson, 2006, Nature Biotechnology 23(9): 1126-1136, y Carter 2006,
Nature Reviews Immunology 6: 343-357, y las referencias ahi citadas.

En una realizacion, un anticuerpo descrito en la presente memoria puede ser un anticuerpo multi-especifico, un de
forma notable un anticuerpo bi-especifico, a veces referido como “diacuerpo”. Estos son anticuerpos que se unen a
dos (o mas) antigenos diferentes. Los diacuerpos pueden fabricarse en una variedad de formas conocidas en la
técnica, p.ej., se pueden preparar quimicamente o a partir de hibridomas hibridos. En una realizacion, el anticuerpo
es un minicuerpo. Los minicuerpos son proteinas de tipo anticuerpo minimizadas que comprenden un scFv unido a
un dominio de CH3. En algunos casos, el scFv puede estar unido a la region de Fc, y puede incluir parte o toda la
region de bisagra. Para una descripcién de anticuerpos multi-especificos véase Holliger & Hudson, 2006, Nature
Biotechnology 23(9): 1126-1136 y las referencias ahi citadas.

Anticuerpos no humanos, quiméricos, humanizados y completamente humanos

La region variable de un anticuerpo, como es sabido en la técnica, puede comprender secuencias procedentes de
una variedad de especies. En algunas realizaciones, la regién variable del anticuerpo puede proceder de una fuente
no humana, que incluye, aunque sin limitacion, ratones, ratas, conejos, camellos, llamas y monos. En algunas
realizaciones, los componentes estructurales pueden ser una mezcla de diferentes especies. Como tal, un
anticuerpo descrito en la presente memoria puede ser un anticuerpo quimérico y/o un anticuerpo humanizado. En
general, tanto “anticuerpos quiméricos” como “anticuerpos humanizados” se refieren a anticuerpos que combinan
regiones de mas de una especie. Por ejemplo, “anticuerpos quiméricos” tradicionalmente comprende region(es)
variable(s) de un ratén u otra especie no humana y region(es) constante(s) de un humano.

“Anticuerpos humanizados” generalmente se refiere a anticuerpos no humanos a los que se han cambiado regiones
estructurales de dominio variable con secuencias presentes en anticuerpos humanos. Generalmente, en un
anticuerpo humanizado, el anticuerpo completo, excepto las CDRs, esta codificado por un polinucleétidos de origen
humano o es idéntico a dicho anticuerpo excepto dentro de sus CDRs. Las CDRs, algunas de las cuales o todas
estan codificadas por acidos nucleicos que proceden de un organismo no humano, son ancladas en la estructura de
lamina beta de una region variable de anticuerpo humano para crear un anticuerpo, cuya especificidad viene
determinada por las CDRs injertadas. La creacion de dichos anticuerpos se describe, p.gj., en WO 92/11018, Jones,
1986, Nature 321: 522-525, Verhoeyen et al., 1988, Science 239: 1534-1536.

A menudo se requiere la “retromutacién” de residuos estructurales de aceptor seleccionados a los correspondientes
residuos donantes para recuperar la afinidad que se pierde en la construccion injertada inicial (Patente de EE.UU. n°
5.693.762). El anticuerpo humanizado opcionalmente también comprendera al menos una porciéon de una region
constante de inmunoglobulina, tipicamente la de una inmunoglobulina humana, y por tanto tipicamente comprendera
una region de Fc humana. Los anticuerpos humanizados también pueden ser generados usando ratones con un
sistema inmune modificado genéticamente. Roque et al., 2004, Biotechnol. Prog. 20: 639-654. En la técnica se
conocen bien una variedad de técnicas y métodos para humanizar y reformar anticuerpos no humanos (véase
Tsurushita y Vasquez, 2004, Humanization of Monoclonal Antibodies, Molecular Biology of B Cells, 533-545, Elsevier
Science (USA), y las referencias ahi citadas). La humanizacién u otros métodos para reducir la inmunogenicidad de
las regiones variables de anticuerpo no humano pueden incluir métodos re-superficializacién, tal como se describe,
por ejemplo, en Roguska et al., 1994, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91: 969-973. En una realizacion, el anticuerpo
original ha sido madurado por afinidad, como se conoce en la técnica. Se pueden emplear métodos basados en
estructura para la humanizaciéon y la maduracion de afinidad, por ejemplo, como se describe en la Solicitud de
Patente de EE.UU. con n° de serie 11/004.590. Los métodos basados en seleccion se pueden emplear para
humanizar y/o madurar por afinidad regiones variables de anticuerpo, es decir, para aumentar la afinidad de la
region variable por su antigeno diana. Otros métodos de humanizacion pueden implicar el injerto de tan solo partes
de las CDRs, que incluyen, aunque sin limitacion, métodos descritos en la Solicitud de Patente de EE.UU. con n° de
serie 09/810.502; Tan et al., 2002, J. Immunol. 169: 1119-1125; De Pascalis et al., 2002, J. Immunol. 169: 3076-
3084. Los métodos basados en estructura se pueden emplear para humanizacion y maduracién por afinidad, por
ejemplo, como se describe en la Solicitud de Patente de EE.UU. con n° de serie 10/153.159 y en solicitudes
relacionadas. En determinadas variaciones, la inmunogenicidad del anticuerpo se reduce usando un método descrito
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en la Solicitud de Patente de EE.UU. con n° de serie 11/004.590, titulada "Methods of Generating Variant Proteins
with Increased Host String Content and Compositions Thereof”, presentada el 3 de diciembre de 2004.

En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo completamente humano con al menos una modificacion como se
describe en la presente memoria. “Anticuerpo complementa humano” o “anticuerpo humano completo” se refieren a
un anticuerpo humano que tiene la secuencia génica de un anticuerpo derivado de un cromosoma humano con las
modificaciones descritas en la presente memoria. Los anticuerpos completamente humanos se pueden obtener, por
ejemplo, usando ratones transgénicos (Bruggemann et al., 1997, Curr Opin Biotechnol 8: 455-458) o bibliotecas de
anticuerpos humanos combinadas con métodos de seleccion (Griffiths et al., 1998, Curr Opin Biotechnol 9: 102-108).

Antigenos diana

La inmunoglobulinas descritas en la presente memoria se pueden dirigir contra virtualmente cualquier antigeno,
incluyendo, aunque sin limitacién, proteinas, subunidades, dominios, estructuras y/o epitopos que pertenezcan a la
siguiente lista de dianas: 17-1A, 4-1 BB, 4Dc, 6-ceto-PGF1 a, 8-iso-PGF2a, 8-oxo-dG, A1 Adenosina Receptor, A33,
ACE, ACE-2, Activina, Activina A, Activina AB, Activina B, Activina C, Activina RIA, Activina RIA ALK-2, Activina RIB
ALK-4, Activina RIIA, Activina RIIB, ADAM, ADAM10, ADAM12, ADAM15, ADAM17/TACE, ADAM8, ADAM9,
ADAMTS, ADAMTS4, ADAMTS5, Adresinas, aFGF, ALCAM, ALK, ALK-1, ALK-7, alfa-1- antitripsina, antagonista
alfa-V/beta-1, ANG, Ang, APAF-1 , APE, APJ, APP, APRIL, AR, ARC, ART, Artemina, anti-ld, ASPARTICO, factor
natriurético atrial, av/b3 integrina, Axl, b2M, B7-1, B7-2, B7-H, Estimulador de linfocito B (BlyS), BACE, BACE-1,
Bad, BAFF, BAFF-R, Bag-1, BAK, Bax, BCA-1, BCAM, Bcl, BCMA, BDNF, b-ECGF, bFGF, BID, Bik, BIM, BLC, BL-
CAM, BLK, BMP, BMP-2 BMP- 2a, BMP-3 Osteogenina, BMP-4 BMP-2b, BMP-5, BMP-6 VgM , BMP-7 (OP-1),
BMP-8 (BMP-8a, OP- 2), BMPR, BMPR-IA (ALK-3), BMPR-IB (ALK-6), BRK-2, RPK-1, BMPR-Il (BRK-3), BMPs, b-
NGF, BOK, Bombesina, factor neurotréfico derivado de hueso, BPDE, BPDE-DNA, BTC, factor de complemento 3
(C3), C3a, C4, C5, C5a, C10, CA125, CAD-8, Calcitonina, cAMP, antigeno carcinoembridnico (CEA), antigeno
asociado a carcinoma, catepsina A, catepsina B, Catepsina C/DPPI, Catepsina D, Catepsina E, Catepsina H,
Catepsina L, Catepsina O, Catepsina S, Catepsina V, Catepsina XIZIP, CBL, CCl, CCK2, CCL1 CCL1, CCL11,
CCL12, CCL13, CCL14, CCL15, CCL16, CCL17, CCL18, CCL19, CCL2, CCL20, CCL21, CCL22, CCL23, CCL24,
CCL25, CCL26, CCL27, CCL28, CCL3, CCL4, CCL5, CCLs6, CCL7, CCL8, CCL9/10, CCR, CCR1, CCR10, CCR10,
CCR2, CCR3, CCR4, CCR5, CCR6, CCR7, CCRS8, CCR9, CD1, CD2, CD3, CD3E, CD4, CD5, CDh6, CD7, CD8,
CD10, CD11a, CD11b, CD11C, CD13, CD14, CD15, CD16, CD18, CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD25, CD27L,
CD28, CD29, CD30, CD30L, CD32, CD33 (proteinas p67), CD34, CD38, CD40, CD40L, CD44, CD45, CD46,
CD49a, CD52, CD54, CD55, CD56, CD61, CD64, CD66e, CD74, CD80 (B7-1), CD89, CD95, CD123, CD137,
CD138, CD140a, CD146, CD147, CD148, CD152, CD164, CEACAMb5, CFTR, cGMP, CINC, toxina de Clostridium
botulinum, toxina de Clostridium perfringens, CKb8-1, CLC, CMV, CMV UL, CNTF, CNTN-1, COX, C-Ret, CRG-2,
CT-1, CTACK, CTGF, CTLA-4, CX3CL1, CX3CR1, CXCL, CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCLs,
CXCL7, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL13, CXCL14, CXCL15, CXCL16, CXCR, CXCR1,
CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCR5, CXCRS6, antigeno asociado a tumor de citoqueratina, DAN, DCC, DcR3, DC-
SIGN, factor acelerador de decaimiento, factor, des(1- 3)-IGF-I (IGF-1 cerebral), Dhh, digoxina, DNAM-1, Dnase,
Dpp, DPPIV/CD26, Dtk, ECAD, EDA, EDA-A1, EDA-A2, EDAR, EGF, EGFR (ErbB-1), EMA, EMMPRIN, ENA,
receptor de endotelina, Enkefalinasa, eNOS, Eot, eotaxini, EpCAM, Efrina B2/ EphB4, EPO, ERCC, E-selectina, ET-
1, Factor Ma, Factor VII, Factor Vllic, Factor IX, proteina de activacion de fibroblasto (FAP), Fas, FcR1, FEN-1,
Ferritina, FGF, FGF- 19, FGF-2, FGF3, FGF-8, FGFR, FGFR-3, Fibrina, FL, FLIP, Flt-3, Fit-4, hormona estimulante
de foliculo, fractalquina, FZD1, FZD2, FZD3, FZD4, FZD5, FZD6, FZD7, FZD8, FZD9, FZD10, G250, Gas 6, GCP-2,
GCSF, GD2, GD3, GDF, GDF-1, GDF-3 (Vgr-2), GDF-5 (BMP-14, CDMP-1), GDF-6 (BMP- 13, CDMP-2), GDF-7
(BMP-12, CDMP-3), GDF-8 (Miostatina), GDF-9, GDF-15 (MIC-1), GDNF, GDNF, GFAP, GFRa-1, GFR-alfa1, GFR-
alfa2, GFRalfa3, GITR, Glucagon, Glut 4, glicoproteina llb/llla (GP llb/llla), GM-CSF, gp130, gp72, GRO, factor de
liberacion de hormona de crecimiento, Hapteno (NP-cap o NIP-cap), HB-EGF, HCC, glicoproteina de envoltura
HCMV gB, HCMV) glicoproteina de envoltura gH, HCMV UL, factor de crecimiento hemopoyético, (HGF), Hep B
gp120, heparanasa, Her2, Her2/neu (ErbB-2), Her3 (ErbB-3), Her4 (ErbB-4), glicoproteina gB de virus de herpes
simple (HSV), glicoproteina gD de HSV, HGFA, antigeno asociado a melanoma de alto peso molecular (HMW-MAA),
HIV gp120, HIV IMB gp 120 V3 loop, HLA, HLA-DR, HLA-DP, HLA-DQ, CD317 / HM1.24, HMFG PEM, HRG, Hrk,
miosina cardiaca humana, citomegalovirus humano (HCMV), hormona de crecimiento humana (HGH), HVEM, [-309,
IAP, ICAM, ICAM-1, ICAM-3, ICE, ICOS, IFNg1 Ig, receptor de IgA, IgE, IGF, proteinas de unién de IGF, IGF-1 R,
IGFBP, IGF-I, IGF-II, IL, IL-1, IL-1 R, IL-2, IL-2R, IL-4, IL-4R, IL-5, IL-5R, IL-6, IL-6R, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, IL-
15, IL-18, IL-18R, IL-23, interferdn (INF)-alfa, INF-beta, INF- gamma, Inhibina, iNOS, cadena A de insulina, cadena B
de insulina, factor de crecimiento de tipo insulina 1, integrina alfa2, integrina alfa3, integrina alfa4, integrina
alfad/beta, integrina alfad4/beta7, integrina alfa[delta] (alfaV), integrina alfa5/beta1, integrina alfa5/beta3, integrina
alfa[delta], integrina beta1, integrina beta2, interferon gamma, IP-10, 1-TAC, JE, Calicreina 2, Calicreina 5,
Calicreina 6, Calicreina 11, Calicreina 12, Calicreina 14, Calicreina 15, Calicreina L1, Calicreina L2, Calicreina L3,
Calicreina L4, KC, KDR, factor de crecimiento de queratocito (KGF), laminina 5, LAMP, LAP, LAP (TGF- 1), TGF-1
latente, TGF-1 bp1 latente, LBP, LDGF1 LECT2, Lefty, antigeno de Lewis-Y, antigeno relacionado con Lewis-Y,
LFA-1, LFA-3, Lfo, LIF, LIGHT, lipoproteinas, LIX, LKN, Lptn, L-Selectina, LT-a, LT-b, LTB4, LTBP-1, tensioactivo de
pulmon, hormona luteinizante, receptor beta de linfotoxina, Mac-1, MAACAM, MAG, MAP2, MARC1 MCAM, MCAM,
MCK-2, MCP, M-CSF, MDC, Mer, METALOPROTEASAS, receptor MGDF, MGMT, MHC (HLA-DR), MIF, MIG, MIP,
MIP-1-alfa, MK, MMAC1, MMP, MMP-1, MMP-10, MMP-1 1, MMP-12, MMP-13, MMP-14, MMP-15, MMP-2, MMP-
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24, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9, MPIF, Mpo, MSK, MSP, mucina (Mud), MUC18, sustancia inhibidroa
muelleriana, Mug, MuSK, NAIP, NAP, NCAD, N-Caderina, NCA 90, NCAM, NCAM, Neprilisina, Neurotrofina-3,-4, o -
6, Neurturina, factor de crecimiento neuronal (NGF), NGFR, NGF-beta, nNOS, NO, NOS, Npn, NRG-3, NT, NTN,
OB, OGG1, OPG, OPN, OSM, OX40L, OX40R, p150, p95, PADPr, hormona paratiroidea, PARC, PARP, PBR,
PBSF, PCAD, P-Caderina, PCNA, PDGF, PDGF, PDK-1, PECAM, PEM, PF4, PGE, PGF, PGI2, PGJ2, PIN, PLA2,
fosfatasa alcalina placental (PLAP), PIGF, PLP, PP14, Proinsulina, Prorrelaxina, Proteina C, PS, PSA, PSCA,
antigeno de membrana especifico de préstata (PSMA), PTEN, PTHrp, Ptk, PTN, R51, RANK, RANKL, RANTES,
RANTES, Relaxina de cadena A, Relaxina de cadena B, renina, virus sincitial respiratorio (RSV) F, RSV Fgp, Ret,
factores reumatoides, RLIP76, RP A2, RSK, S100, SCF/KL, SDF-1, SERINA, albumina en suero, sFRP-3, Shh,
SIGIRR1 SK-1, SLAM, SLPI, SMAC, SMDF, SMOH, SOD, SPARC, Stat, STEAP, STEAP-II, TACE, TACI, TAG-72
(glicoproteina asociada a tumor-72), TARC, TCA-3, receptores de célula T (p.ej., receptor de célula T alfa/beta), TdT,
TECK, TEM1, TEM5, TEM7, TEMS8, TERT, fosfatasa alcalina de tipo PLAP testicular, TfR, TGF, TGF-alfa, TGF-beta,
TGF-beta Pan Especifico, TGF-beta Rl (ALK-5), TGF- beta RIl, TGF-beta Rllb, TGF-beta RIll, TGF-beta1, TGF-
beta2, TGF-beta3, TGF-betad4, TGF-beta5, Trombina, Ck-1 de timo, hormona estimulante de tiroides, Tie, TIMP, TIQ,
Factor de Tejido, TMEFF2, Tmpo, TMPRSS2, TNF, TNF-alfa, TNF-alfa beta, TNF-beta2, TNFc, TNF-RI, TNF-RII,
TNFRSF10A (TRAIL R1 Apo-2, DR4), TNFRSF10B (TRAIL R2 DRS5, KILLER, TRICK-2A, TRICK-B), TNFRSF10C
(TRAIL R3 DcR1, LIT, TRID), TNFRSF10D (TRAIL R4 DcR2, TRUNDD), TNFRSF11A (RANK ODF R, TRANCE R),
TNFRSF11 B (OPG OCIF, TR1), TNFRSF12 (TWEAK R FN14), TNFRSF13B (TACI), TNFRSF13C (BAFF R),
TNFRSF14 (HVEM ATAR, HveA, LIGHT R, TR2), TNFRSF16 (NGFR p75NTR), TNFRSF17 (BCMA), TNFRSF18
(GITR AITR), TNFRSF19 (TROY TAJ, TRADE), TNFRSF19L (RELT), TNFRSF1A (TNF RI CD120a, p55-60),
TNFRSF1 B (TNF RIl CD120b, p75-80), TNFRSF26 (TNFRH3), TNFRSF3 (LTbR TNF RIll, TNFC R), TNFRSF4
(OX40 ACT35, TXGP1 R), TNFRSF5 (CD40 p50), TNFRSF6 (Fas Apo-1, APT1, CD95), TNFRSF6B (DcR3 M68,
TR6), TNFRSF7 (CD27), TNFRSF8 (CD30), TNFRSF9 (4-1 BB CD137, ILA), TNFRSF21 (DR6), TNFRSF22
(DcTRAIL R2 TNFRH2), TNFRST23 (DcTRAIL R1 TNFRH1), TNFRSF25 (DR3 Apo-3, LARD, TR-3, TRAMP, WSL-
1), TNFSF10 (TRAIL Apo-2 Ligando, TL2), TNFSF11 (TRANCE/RANK Ligando ODF, OPG Ligando), TNFSF12
(TWEAK Apo-3 Ligando, DR3 Ligando), TNFSF13 (APRIL TALL2), TNFSF13B (BAFF BLYS, TALL1, THANK,
TNFSF20), TNFSF14 (LIGHT HVEM Ligando, LTg), TNFSF15 (TL1A/VEGI), TNFSF18 (GITR Ligando AITR
Ligando, TL6),TNFSF1A (TNF-a Conectina, DIF, TNFSF2), TNFSF1 B (TNF-b LTa, TNFSF1), TNFSF3 (LTb TNFC,
p33), TNFSF4 (OX40 Ligando gp34, TXGP1), TNFSF5 (CD40 Ligando CD154, gp39, HIGM1, IMD3, TRAP),
TNFSF6 (Fas Ligando Apo-1 Ligando, APT1 Ligando), TNFSF7 (CD27 Ligando CD70), TNFSF8 (CD30 Ligando
CD153), TNFSF9 (4-1 BB Ligando CD137 Ligando), TP-1, t-PA, Tpo, TRAIL, TRAIL R, TRAIL-R1, TRAIL-R2,
TRANCE, receptor de transferencia, TRF, Trk, TROP-2, TSG, TSLP, antigeno asociado a tumor CA 125, antigeno
asociado a tumor que expresa carbohidrato relacionado con Lewis Y, TWEAK, TXB2, Ung, uPAR, uPAR-1 ,
Uroquinasa, VCAM, VCAM-1, VECAD, VE-Caderina, VE-caderina-2, VEFGR-1 (flt-1), VEGF, VEGFR, VEGFR-3 (flt-
4), VEGI, VIM, antigenos virales, VLA, VLA-1, VLA-4, VNR integrina, factor de von Willebrands, WIF-1 , WNT1 ,
WNT2, WNT2B/13, WNT3, WNT3A, WNT4, WNT5A, WNT5B, WNT6, WNT7A, WNT7B, WNT8A, WNT8B, WNT9A,
WNT9A, WNT9B, WNT10A, WNT10B, WNT11, WNT16, XCL1, XCL2, XCR1, XCR1, XEDAR, XIAP, XPD, y
receptores para hormonas y factores de crecimiento, etc.

En una realizacion, los antigenos son aquellos que se expresan sobre células CD32b+, p.ej., proteinas de célula B,
p.ej., una o mas proteinas del complejo de receptor de célula B. Los antigenos diana incluyen, aunque sin limitacion,
CD19, CD20, CD21 (CR2), CD22, CD23 / Fc[epsilon]RIl, Fc[epsilon] RI, (subunidades [alfa], [beta], y y), CD24 /
BBA-1 / HSA, CD27, CD35 (CR1), CD38, CD40, CD45RA, CD52 / CAMPATH -1/ HE5, CD72, CD79a (Ig[sigmal]),
CD79b (Ig[beta]), IgM ([mu]), CD80, CD81 , CD86, Leu13, HLA-DR, -DP, -DQ, CD138, CD317 / HM1.24, CD11a,
CD11b, CD11c, CD14, CD68, CD163, CD172a, CD200R y CD206. En una realizacion, las inmunoglobulinas
descritas en la presente memoria también son especificas para un antigeno diana seleccionado del grupo que
consiste en: IgM ([mu]), CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD24, CD35, CD40, CD45RA, CD72, CD79a, CD79b,
CD80, CD81, CD86 y HLA-DR. En una realizacion, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria también
son especificas para un antigeno diana seleccionado del grupo que consiste en: IgM ([mu]), CD79a, CD79b, CD19,
CD21, CD22, CD72, CD81 y Leu13. En una realizacion, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria
también son especificas para un antigeno diana seleccionado del grupo que consiste en: [mu], CD 19, CD79a,
Cd79b, CD81 y HLA-DR. En otra realizacion, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria también son
especificas para un antigeno diana seleccionado del grupo que consiste en: CD22, CD40 y CD72.

En otra realizacion, los antigenos diana pueden incluir aquellos que se unen, o que pueden unirse, a la superficie de
las células B. Por ejemplo, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria también pueden dirigirse a
antigenos autoinmunes (es decir, autoantigenos) o alergenos. En una realizacion, los antigenos autoinmunes que
pueden ser atacados por las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria incluyen, aunque sin limitacion,
ADN de cadena doble, antigenos de plaqueta, antigeno de proteina mielina, antigenos Sm en snRNPs, antigeno de
célula de isleta, factor reumatoide, y proteina anticitrulinada, proteinas y péptidos citrulinados tales como CCP-1,
CCP-2 (péptidos citrulinados ciclicos), fibrindgeno, fibrina, vimentina, filagrina, péptidos de colageno | y I, alfa-
enolasa, factor de iniciacion de la traduccion 4G1, factor perinuclear, queratina, Sa (proteina vimentina
citoesquelética), componentes de cartilago articular tales como colageno I, IX y Xl, proteinas en suero circulantes
tales como RFs (IgG, IgM), fibrinégeno, plasmindgeno, ferritina, componentes nucleares tales como RA33/hnRNP
A2, Sm, factor de elongacion de la traduccion eucariético 1 alfa 1, proteinas de estrés tales como HSP-65, -70, -90,
BiP, factores inflamatorios/inmunes tales como B7-H1, IL-1 alfa, e IL-8, enzimas tales como calpastatina, alfa-
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enolasa, aldolasa-A, dipeptidil peptidasa, osteopontina, glucosa-6-fosfato isomerasa, receptores tales como
lipocortina 1, proteinas nucleares neutréfilas tales como lactoferrina y proteina nuclear de 25-35 kD, proteinas
granulares tales como proteina de aumento de la permeabilidad bactericida (BPI), elastasa, catepsina G,
mieloperoxidasa, proteinasa 3, antigenos de plaqueta, antigeno de proteina mielina, antigeno de célula de isleta,
factor reumatoide, histonas, proteinas P ribosémicas, cardiolipina, vimentina, acidos nucleicos tales como dsADN,
ssADN y ARN, particulas ribonucleares y proteinas tales como antigenos Sm (que incluyen, aunque sin limitacion,
SmD<1>y SmBVB), U1 RNP, A2/B1 hnRNP, Ro (SSA), y antigenos La (SSB).

Variantes de Fc y propiedades de unién de receptor de Fc

Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden comprender una variante de Fc. Una variante de Fc
comprende una o mas modificaciones de aminoacido respecto a un polipéptido de Fc original, en donde la(s)
modificacion(es) de aminoacidos proporcionan una o mas propiedades optimizadas. Una variante de Fc descrita en
la presente memoria difiere en la secuencia de aminoacidos de su versidon original en virtud a al menos una
modificacién de aminoacido. De esta manera, las variantes de Fc descritas en la presente memoria tienen al menos
una modificacién de aminoacido con respecto a la version original. Alternativamente, las variantes de Fc descritas en
la presente memoria pueden presentar mas de una modificacion de aminoacido con respecto al original, por ejemplo
aproximadamente entre una y cincuenta modificaciones de aminoacido, p.ej., aproximadamente entre una y diez
modificaciones de aminoacido, aproximadamente entre una y cinco modificaciones de aminoacido, etc. con respecto
al original. Por tanto, las secuencias de las variantes de Fc y las del polipéptido de Fc original son sustancialmente
homologas. Por ejemplo, las secuencias de la variante de Fc en la presente memoria poseeran aproximadamente un
80% de homologia con respecto a la secuencia de variante de Fc original, p.ej., al menos aproximadamente un 90%
de homologia, al menos aproximadamente un 95% de homologia, al menos aproximadamente un 98% de
homologia, al menos aproximadamente un 99% de homologia, etc. Las modificaciones descritas en la presente
memoria incluyen modificaciones de aminoacido, que incluyen inserciones, eliminaciones y sustituciones. Las
modificaciones descritas en la presente memoria también incluyen modificaciones de la forma glico. Las
modificaciones se pueden realizar genéticamente empleando biologia molecular, o pueden realizarse enzimatica o
quimicamente.

Las variantes de Fc descritas en la presente memoria se definen segun las modificaciones de aminoacido que las
componen. De esta manera, por ejemplo, S267E es una variante de Fc con la sustitucion S267E con respecto al
polipéptido de Fc original. Del mismo modo, S267E/L328F define una variante de Fc con las sustituciones S267E y
L328F con respecto al polipéptido de Fc original. La identidad del aminoacido WT puede no estar especificada, en
cuyo caso la variante mencionada anteriormente se denomina 267E/328F. Cabe destacar que el orden en que se
proporcionan las sustituciones es arbitrario, es decir, por ejemplo, 267E/328F es la misma variante de Fc que
328F/267E, etcétera. A menos que se indique lo contrario, las posiciones discutidas en la presente memoria se
numeran de acuerdo al indice EU o al esquema de numeracion de EU (Kabat et al., 1991, Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 52 Ed., United States Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda). El indice
EU o indice EU como en Kabat o el esquema de numeracién EU se refieren a la numeracion del anticuerpo EU
(Edelman et al., 1969, Proc Natl Acad Sci USA 63: 78-85).

En determinadas realizaciones, las variantes de Fc descritas en la presente memoria estan basadas en secuencias
de IgG humana, y por tanto las secuencias de IgG humana se usan como secuencias “base” con las que comparar
otras secuencias, que incluyen, aunque sin limitacion, secuencias de otros organismos, por ejemplo secuencias de
roedores y primates. Las inmunoglobulinas también pueden comprender secuencias de otras clases de
inmunoglobulina tales como IgA, IgE, IgGD, IgGM, y similares. Se contempla que, aunque las variantes de Fc
descritas en la presente memoria estan disefiadas en el contexto de una IgG original de partida, las variantes se
pueden disefiar o “transferir” al contexto de otra segunda IgG original. Esto se realiza determinando los residuos y
las sustituciones “equivalentes” o “correspondientes” entre la primera y la segunda IgGs, tipicamente en base a la
homologia de secuencia o de estructura entre las secuencias de la primera y segunda IgGs. A fin de establecer
homologia, la secuencia de aminoacido de una primera IgG descrita en la presente memoria se compara
directamente con la secuencia de una segunda IgG. Tras alinear las secuencias, usando uno o mas programas de
alineamiento de homologia conocidos en la técnica (por ejemplo, usando los residuos conservados entre especies),
permitiendo las inserciones y eliminaciones necesarias para mantener el alineamiento (es decir, evitando la
eliminacion de residuos conservados por una eliminacion e insercion arbitraria), se definen los residuos equivalentes
a aminoacidos particulares de la secuencia primara de la primera inmunoglobulina. El alineamiento de residuos
conservados puede conservar el 100% de dichos residuos. Sin embargo, el alineamiento de mas del 75%, o de tan
solo el 50% de los residuos conservados, también es adecuado para definir residuos equivalentes. Los residuos
equivalentes también pueden definirse determinando la homologia estructural entre una primera y una segunda IgG
que esté a nivel de estructura terciaria para IgGs cuyas estructuras hayan sido determinadas. En este caso, los
residuos equivalentes se definen como aquellos para los cuales las coordenadas atdomicas de dos o mas de los
atomos de la cadena principal de un residuo de aminoacido particular del progenitor o precursor (N en N, CA en CA,
C en Cy O en O) estan a menos de aproximadamente 0,13 nm, tras el alineamiento. En otra realizacion, los
residuos equivalentes estan a menos de aproximadamente 0,1 nm tras el alineamiento. El alineamiento se alcanza
tras haber orientado el mejor modelo y haberlo posicionado para dar lugar al maximo solapamiento de coordenadas
atomicas de atomos de proteina diferentes de hidrégeno de las proteinas. Independientemente de como se
determinen los residuos equivalentes o correspondientes, e independientemente de la identidad de la IgG original en
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la que se preparan las IgGs, lo que se pretende explicar es que las variantes de Fc descubiertas en la presente
memoria pueden ser modificadas para obtener una segunda IgG original que presenta una homologia de secuencia
o estructural significativa con la variante de Fc. De este modo, por ejemplo, si se genera un anticuerpo variante en el
que el anticuerpo original es IgG1 humana, usando los métodos descritos anteriormente u otros métodos para
determinar residuos equivalentes, el anticuerpo variante puede ser modificado para obtener otro anticuerpo IgG1
original que se une a un antigeno diferente, en un anticuerpo IgG2 original, en un anticuerpo original IgA humano, en
un anticuerpo original IgG2a o IgG2b, y otros similares. Nuevamente, tal como se ha descrito anteriormente, el
contexto de la variante de Fc original no afecta a la capacidad de transferir las variantes de Fc descritas en la
presente memoria a otras IgGs originales.

Las variantes de Fc descritas en la presente memoria pueden optimizarse para una variedad de propiedades de
unién de receptor de Fc. Una variante de Fc que es modificada, o que se predice, para presentar una o0 mas
propiedades optimizadas se denomina en la presente memoria “variante de Fc optimizada”. Las propiedades que
pueden optimizarse incluyen, aunque sin limitacion, una afinidad potenciada o reducida por una FcyR. En una
realizacion, las variantes de Fc descritas en la presente memoria estan optimizadas para poseer una afinidad
mejorada por un receptor inhibidor FcyRIIb. En otras realizaciones, las inmunoglobulinas descritas en la presente
memoria proporcionan una afinidad mejorada por FcyRIlb, y ademas una afinidad reducida por uno o mas FcyRs
activantes, que incluyen por ejemplo FcyRI, FcyRlla, FcyRllla y/o FcyRIlIb. Los receptores FcyR pueden expresarse
sobre células de cualquier organismo, que incluyen, aunque sin limitacion, humanos, monos cynomolgus y ratones.
Las variantes de Fc descritas en la presente memoria pueden optimizarse para poseer una afinidad mejorada por
FcyRIlb humano.

Con “mayor afinidad” o “afinidad mejorada” o “afinidad potenciada” o “mejor afinidad” que un polipéptido de Fc
original, tal como se usan en la presente memoria, se pretende indicar que una variante de Fc se une a un receptor
de Fc con una constante de equilibrio de asociacion (KA o Ka) significativamente mayor, o con una constante de
equilibrio de disociacion (KD o Kd) significativamente menor que el polipéptido de Fc original cuando las cantidades
de polipéptido variante y original en el ensayo de unién son esencialmente las mismas. Por ejemplo, la variante de
Fc con una afinidad de unién a receptor de Fc mejorada puede presentar entre aproximadamente 5 veces vy
aproximadamente 1000 veces, p.€j. entre aproximadamente 10 veces y aproximadamente 500 veces, de mejora en
la afinidad de union a receptor de Fc en comparacion con el polipéptido de Fc original, en donde la afinidad de union
de receptor de Fc se determina, por ejemplo, mediante métodos de unidn descritos en la presente memoria, que
incluyen, aunque sin limitacion, Biacore, aplicados por un especialista en la técnica. Por consiguiente, con “afinidad
reducida” en comparacion con polipéptido de Fc original tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar
que una variante de Fc se une a un receptor de Fc con una KA significativamente menor o con una KD
significativamente mayor que el polipéptido de Fc. Una mayor afinidad o una afinidad reducida también se pueden
definir con respecto a un nivel absoluto de afinidad. Por ejemplo, segun los datos de la presente memoria, la IgG1
WT (nativa) se une a FcyRIIb con una afinidad de aproximadamente 1,5 pM, o de aproximadamente 1500 nM.
Adicionalmente, algunas variantes de Fc descritas en la presente memoria se unen a FcyRIIb con una afinidad
aproximadamente 10 veces mayor a IgG1 WT. Tal como se describe en la presente memoria, una afinidad mayor o
potenciada significa que tiene una KD inferior a aproximadamente 100 nM, por ejemplo entre aproximadamente 10
nM — aproximadamente 100 nM, entre aproximadamente 1 nM — aproximadamente 100 nM, o menos de
aproximadamente 1 nM.

En una realizacion, las variantes de Fc proporcionan una afinidad selectivamente mejorada por FcyRIIb con respecto
a uno o mas receptores activantes. Afinidad selectivamente mejorada significa que la variante de Fc tiene una
afinidad mejorada por FcyRIIb respecto a el(los) receptor(es) activante(s) en comparacion con el polipéptido de Fc
original, pero tiene una afinidad reducida por el(los) receptor(es) activante(s) en comparacion el polipéptido de Fc
original, o significa que la variante de Fc tiene una afinidad mejorada tanto por FcyRIlb como por el(los) receptor(es)
activante(s) en comparacion con el polipéptido de Fc original, sin embargo la mejora en la afinidad es mayor para
FcyRIlb que por el(los) receptor(es) activante(s). En realizaciones alternativas, las variantes de Fc reducen o
eliminan la unién a una o mas proteinas de complemento, reducen o eliminan una o mas funciones efectoras
mediadas por FcyR, y/o reducen o eliminan una o mas funciones efectoras mediadas por complemento.

La presencia de diferentes formas polimorficas de FcyRs proporciona otro parametro adicional que tiene un impacto
en la utilidad terapéutica de las variantes de Fc descritas en la presente memoria. Mientras que la especificidad y la
selectividad de una variante de Fc dad por las diferentes clases de FcyRs afecta significativamente a la capacidad
de una variante de Fc para atacar a un antigeno dado para el tratamiento de una enfermedad dada, la especificidad
o la selectividad de una variante de Fc por diferentes formas polimorficas de dichos receptores puede determinar en
parte qué experimentos de investigacion o pre-clinicos pueden ser apropiados para evaluacion, y en definitiva que
poblaciones de pacientes pueden responder o no al tratamiento. De esta manera, la especificidad o la selectividad
de las variantes de Fc descritas en la presente memoria por los polimorfismos de receptor de Fc, que incluyen,
aunque sin limitacion, FcyRIIA, FcyRllla y similares, pueden usarse para guiar la seleccién de experimentos de
investigacion y pre-clinicos, el disefio de ensayos clinicos, la seleccidon de pacientes, la dependencia de dosis y/u
otros aspectos relativos a los ensayos clinicos.

Las variantes de Fc descritas en la presente memoria pueden comprender modificaciones que modulan la
interaccion con receptores de Fc diferentes a los FcyRs, que incluyen, aunque sin limitacion, proteinas de
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complemento, FcRn y homologos de receptor de Fc (FCRHs). Los FcRHs incluyen, aunque sin limitacién, FcRHI,
FcRH2, FcRH3, FcRH4, FcRH5 y FcRH6 (Davis et al., 2002, Immunol. Reviews 190: 123-136).

Un parametro importante que determina la selectividad mas beneficiosa de una variante de Fc dada para tratar una
enfermedad dada es el contexto de la variante de Fc. Asi, la selectividad o la especificidad por receptor de Fc de una
variante de Fc dada proporcionaran diferentes propiedades dependiendo de si estd compuesta por un anticuerpo,
una fusién de Fc, o variantes de Fc con una pareja de fusién acoplada. En una realizacién, una especificidad de
receptor de Fc de la variante de Fc descrita en la presente memoria determinara su utilidad terapéutica. La utilidad
de una variante de Fc dada para fines terapéuticos dependera del epitopo o forma del antigeno diana y de la
enfermedad o indicaciéon a tratar. Para algunas dianas e indicaciones, una mayor afinidad por FcyRIlb y unas
funciones efectoras mediadas por FcyR activante reducidas pueden ser beneficiosas. Para otros antigenos diana y
aplicaciones terapéuticas, puede ser beneficioso aumentar la afinidad por FcyRIllb, o aumentar la afinidad tanto por
FcyRIlb como por los receptores activantes.

Propiedades inhibidoras y métodos para inhibir células CD32b"

Los antigenos diana de las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden expresarse en una variedad
de tipos de células. En algunas realizaciones, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria son
especificas de antigenos expresados en células CD32b+. Los tipos de células que pueden ser atacados por las
inmunoglobulinas descritas en la presente memoria incluyen, aunque sin limitacion, células B, células de plasma,
células dendriticas, macréfagos, neutrofilos, mastocitos, basdfilos y eosindfilos. En realizaciones alternativas, las
inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden inhibir células CD32b+ siendo dirigidas a un antigeno no
expresado en células CD32b+. En algunas realizaciones, los antigenos diana incluyen aquellos que no son
expresados por células CD32b+, pero que pueden ligarse a células CD32b+, p.ej., via BCR. Por ejemplo, en
determinadas realizaciones, las inmunoglobulinas pueden atacar un antigeno o alergeno autoinmune. Los antigenos
autoinmunes que pueden ser atacados por las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria incluyen, aunque
sin limitaciéon, proteinas y péptidos citrulinados tales como CCP-1, CCP-2 (péptidos citrulinados ciclicos),
fibrindgeno, fibrina, vimentina, filagrina, péptidos de colageno | y Il, alfa-enolasa, factor de iniciacion de la traduccion
4G1, factor perinuclear, queratina, Sa (proteina vimentina citoesquelética), componentes de cartilago estructural
tales como colageno I, IX y XI, proteinas en suero circulante tales como RFs (IgG, IgM), fibrinégeno, plasminégeno,
ferritina, componentes nucleares tales como RA33/hnRNP A2, Sm, factor de elongacion de traduccion eucariético 1
alfa 1, proteinas de estrés tales como HSP-65, -70, -90, BiP, factores inflamatorios/inmunes tales como B7-H1, IL-1
alfa, e IL-8, enzimas tales como calpastatina, alfa-enolasa, aldolasa-A, dipeptidil peptidasa, osteopontina, glucosa-6-
fosfato isomerasa, receptores tales como lipocortina 1, proteinas nucleares de neutrdfilo tales como lactoferrina y
proteina nuclear de 25-35 kD, proteinas granulares tales como proteina de aumento de la permeabilidad bactericida
(BPI), elastasa, catepsina G, mieloperoxidasa, proteinasa 3, antigenos de plaqueta, antigeno de proteina mielina,
antigeno de célula de isleta, factor reumatoide, histonas, proteinas P ribosémicas, cardiolipina, vimentina, acidos
nucleicos tales como dsADN, ssADN y ARN, particulas ribonucleares y proteinas tales como antigenos Sm (que
incluyen, aunque sin limitacion SmD’s y SmBVB), U1 RNP, A2/B1 hnRNP, Ro (SSA), y antigenos La (SSB).

En la presente memoria se describen métodos para inhibir células CD32b+ sin limitarse a ello. La Figura 3 es una
representacion esquematica de un mecanismo propuesto mediante el cual las inmunoglobulinas descritas en la
presente memoria inhiben células CD32b+ (ver también el Ejemplo 3; véase también la Figura 3). Por consiguiente,
en la presente memoria se describen métodos para inhibir células CD32b+ que comprenden poner en contacto una
célula CD32b+ con una inmunoglobulina que comprende una regién Fc con afinidad potenciada por FcyRIlb. En una
realizacion, la inmunoglobulina se une a al menos dos proteinas de célula B, p.ej. al menos a proteinas ligadas
sobre la superficie de células B. En una realizacion, la primera de dichas proteinas de célula B es FcyRllb. En otra
realizacion, la segunda de dichas proteinas de célula B es parte del complejo de receptor de célula B (BCR), que
puede incluir un antigeno ligado a BCR. En otra realizacion, la segunda de dichas proteinas de célula B no esta
implicada directamente en el reconocimiento de antigenos. En otra realizacion, la segunda de dichas proteinas de
célula B es expresada sobre la superficie de la célula B, pero no forma parte del receptor de célula B. Los ejemplos
no limitativos de la segunda de dichas proteinas de célula B incluyen proteinas de BCR (p.gj., IgM ([mu]), CD79a,
CD79b, CD19, CD21, CD22, CD72, CD81, Leu13, etc.), antigenos ligados al BCR (p.ej., autoantigenos, alergenos,
etc.), u otras proteinas ligadas a la superficie de las células B (p.ej., CD20, CD23, CD24, CD35, CD40, CD45RA,
CD80, CD86, HLA- DR, etc.). En algunas realizaciones, las inmunoglobulinas inhiben la liberacion de calcio desde
las células B tras su estimulacion a través del receptor de célula B. En otra realizacion, una inmunoglobulina descrita
en la presente memoria se une a al menos dos proteinas de célula B sobre la superficie de la misma célula B
(véase, p.€j., la Figura 3).

Modificaciones para optimizar la funcién inhibidora

La descripcion de la presente memoria esta dirigida a inmunoglobulinas que comprenden modificaciones, en donde
dichas modificaciones alteran la afinidad por el receptor FcyRIlb, y/o alteran la capacidad de la inmunoglobulina para
mediar en una o mas funciones efectoras mediadas por FcyRIlb. Las modificaciones de la descripcion incluyen
modificaciones de aminoacido y modificaciones de la glicoforma.

Modificaciones de aminoacido
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Tal como se describe en la presente memoria (véase, p.ej., el Ejemplo 9), se puede usar un co-enfrentamiento
simultaneo de alta afinidad de BCR cognado y FcyRIIB para inhibir células FcyRIIB+. Dicho co-enfrentamiento puede
producirse a través del uso de una inmunoglobulina descrita en la presente memoria, p.ej., una inmunoglobulina
usada para co-enfrentar FcyRIIB a través de su region de Fc, y un antigeno diana sobre la superficie de la célula
FcyRIIB+ (p.ej., una o mas proteinas de BCR cognadas y/o un antigeno ligado a un BCR cognado) a través de su
region de Fv. Las modificaciones de aminoacido en las posiciones de la region constante de cadena pesada: 234,
235, 236, 237, 239, 265, 266, 267, 268, 298, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331 y 332 permiten la modificacion de las
propiedades de unién a FcyRIIb de la inmunoglobulina, de funcién efectora y de las propiedades potencialmente
clinicas de los anticuerpos.

En una realizacién, las inmunoglobulinas que se unen a células FcyRIlb+ y se co-enfrentan a un antigeno diana
sobre la superficie celular y a un FcyRIIb sobre la superficie celular descritas en la presente memoria pueden ser
inmunoglobulinas variantes con respecto a una inmunoglobulina original. En una realizacién, la inmunoglobulina
variante comprende una region de Fc variante, en donde dicha regién de Fc variante comprende una o mas (p.€j.,
dos o mas) modificaciéon(es) en comparacion con una region de Fc original, en donde dicha(s) modificacion(es)
esta(n) en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 234, 235, 236, 237, 239, 265, 266, 267, 268, 298,
325, 326, 327, 328, 329, 330, 331 y 332, en donde la numeracion es segun el indice EU. En una realizacion, la
inmunoglobulina variante comprende una region de Fc variante, en donde dicha regién de Fc variante comprende
una o mas (p.ej., dos o mas) modificacién(es) en comparacion con una region de Fc original, en donde dicha(s)
modificacion(es) esta(n) en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 234, 235, 236, 237, 239, 266, 267,
268, 325, 326, 327, 328 y 332, en donde la numeracién es segun el indice EU. En una realizacion, la
inmunoglobulina variante comprende una region de Fc variante, en donde dicha regién de Fc variante comprende
una o mas (p.ej., dos o mas) modificacién(es) en comparacion con una region de Fc original, en donde dicha(s)
modificacion(es) esta(n) en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 235, 236, 239, 266, 267, 268 y 328,
en donde la numeracion es segun el indice EU.

En una realizacion, dicha(s) modificacion(es) es al menos una sustitucion (p.ej., una o mas sustituciones, dos o mas
sustituciones, etc.) seleccionadas del grupo que consiste en 234F, 234G, 2341, 234K, 234N, 234P, 234Q, 234S,
234V, 234W, 234Y, 234D, 234E, 235A, 235E, 235H, 2351, 235N, 235P, 235Q, 235R, 235S, 235W, 235Y, 235D,
235F, 235T, 236D, 236F, 236H, 2361, 236K, 236L, 236M, 236P, 236Q, 236R, 236S, 236T, 236V, 236W, 236Y,
236A, 236E, 236N, 237A, 237E, 237H, 237K, 237L, 237P, 237Q, 237S, 237V, 237Y, 237D, 237N, 239D, 239E,
239N, 239Q, 265E, 266D, 2661, 266M, 267A, 267D, 267E, 267G1 268D, 268E, 268N, 268Q, 298D, 298E, 298L,
298M, 298Q, 325L, 326A, 326E, 326W, 326D, 327D, 327G, 327L, 327N, 327Q, 327E, 328E, 328F1 328Y, 328H,
3281, 328Q, 328W, 329E, 330D1 330H, 330K, 330S, 331S1 y 332E, en donde la numeracion es segun un indice
EU. En una realizacion, dicha(s) modificacion(es) es al menos una sustitucion (p.ej., una o mas sustituciones, dos o
mas sustituciones, etc.) seleccionadas del grupo que consiste en 234N, 234F, 234D, 234E, 234W, 235Q, 235R,
235W, 235Y, 235D, 235F, 235T, 236D, 236H, 2361, 236L, 236S, 236Y, 236E, 236N, 237H, 237L, 237D, 237N,
239D1 239N, 239E, 2661, 266M, 267A, 267D, 267E, 267G, 268D, 268E1 268N, 268Q, 298E1 298L, 298M, 298Q,
325L1 326A1 326E, 326W, 326D, 327D, 327L, 327E, 328E, 328F, 328Y, 328H, 3281, 328Q, 328W, 330D, 330H,
330K y 332E, en donde la numeracion es segun un indice EU. En una realizacién, dicha(s) modificacion(es) es al
menos una sustitucion (p.ej., una o mas sustituciones, dos o mas sustituciones, etc.) seleccionadas del grupo que
consiste en 234D, 234E, 234W, 235D, 235F, 235R, 235Y, 236D, 236N, 237D, 237N, 239D, 239E, 266M, 267D,
267E, 268D, 268E, 327D, 327E, 328F, 328W, 328Y y 332E, en donde la numeracién es segun un indice EU. En una
realizacion, dicha(s) modificacion(es) es al menos una sustitucion (p.ej., una o mas sustituciones, dos o mas
sustituciones, etc.) seleccionadas del grupo que consiste en 235Y, 236D, 239D, 266M, 267E, 268D, 268E, 328F,
328W y 328Y, en donde la numeracioén es segun un indice EU.

En una realizacion, dicha(s) modificacion(es) son al menos dos modificaciones (p.ej., una combinacion de
modificaciones) en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 234/239, 234/267, 234/328, 235/236,
235/239, 235/267, 235/268, 235/328, 236/239, 236/267, 236/268, 236/328, 237/267, 239/267, 239/268, 239/327,
239/328, 239/332, 266/267, 267/268, 267/325, 267/327, 267/328, 267/332, 268/327, 268/328, 268/332, 326/328,
327/328 y 328/332, en donde la numeracion es segun un indice EU. En una realizacion, dicha(s) modificacion(es)
son al menos dos modificaciones (p.ej., una combinacion de modificaciones) en posiciones seleccionadas del grupo
que consiste en 235/267, 236/267, 239/268, 239/267, 267/268 y 267/328,en donde la numeracion es segun un indice
EU. En una realizacién, dicha(s) modificacion(es) son al menos dos sustituciones (p.ej., una combinacion de
sustituciones) seleccionadas del grupo que consiste en 234D/267E, 234E/267E, 234F/267E, 234E/328F,
234W/239D, 234W/239E, 234W/267E, 234W/328Y, 235D/267E, 235D/328F, 235F/239D, 235F/267E, 235F/328Y,
235Y/236D, 235Y/239D, 235Y/267D, 235Y/267E, 235Y/268E, 235Y/328F, 236D/239D, 236D/267E, 236D/268E,
236D/328F, 236N/267E, 237D/267E, 237N/267E, 239D/267D, 239D/267E, 239D/268D, 239D/268E, 239D/327D,
239D/328F, 239D/328W, 239D/328Y, 239D/332E, 239E/267E, 266M/267E, 267D/268E, 267E/268D, 267E/268E,
267E/325L, 267E/327D, 267E/327E, 267E/328F, 267E/3281, 267E/328Y, 267E/332E, 268D/327D, 268D/328F,
268D/328W, 268D/328Y, 268D/332E, 268E/328F, 268E/328Y, 327D/328Y, 328F/332E, 328W/332E y 328Y/332E, en
donde la numeracioén es segun un indice EU.

En una realizacion, dicha(s) modificacion(es) dan como resultado al menos una de las siguientes sustituciones, o
combinaciones de sustituciones: 234F/236N, 234F/236D, 236A/237A, 236S/237A, 235D/239D, 234D/267E,
234E/267E, 234F/267E, 235D/267E, 235F/267E, 235S/267E, 235T/267E, 235Y/267D, 235Y/267E, 236D/267E,
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236E/267E, 236N/267E, 237D/267E, 237N/267E, 239D/267D, 239D/267E, 266M/267E, 234E/268D, 236D/268D,
239D/268D, 267D/268D, 267D/268E, 267E/268D, 267E/268E, 267E/325L, 267D/327D, 267D/327E, 267E/327D,
267E/327E, 268D/327D, 239D/328Y, 267E/328F, 267E/328H, 267E/328I, 267E/328Q, 267E/328Y, 268D/328Y,
239D/332E, 328Y/332E, 234D/236N/267E, 235Y/236D/267E, 234W/239E/267E, 235Y/239D/267E,
236D/239D/267E, 235Y/267E/268E, 236D/267E/268E, 239D/267E/268E, 234W/239D/328Y, 235F/239D/328Y,
234E/267E/328F, 235D/267E/328F, 235Y/267E/328F, 236D/267E/328F, 239D/267A/328Y, 239D/267E/328F,
234W/268D/328Y, 235F/268D/328Y, 239D/268D/328F, 239D/268D/328W, 239D/268D/328Y, 239D/268E/328Y,
267A/268D/328Y, 267E/268E/328F, 239D/326D/328Y, 268D/326D/328Y, 239D/327D/328Y, 268D/327D/328Y,
239D/267E/332E, 234W/328Y/332E, 235F/328Y/332E, 239D/328F/332E, 239D/328Y/332E, 267A/328Y/332E,
268D/328F/332E, 268D/328W/332E, 268D/328Y/332E, 268E/328Y/332E, 326D/328Y/332E, 327D/328Y/332E,
234W/236D/239E/267E, 239D/268D/328F/332E, 239D/268D/328W/332E y 239D/268D/328Y/332E, en donde la
numeracion es segun un indice EU. En una realizacion, dicha(s) modificacién(es) dan como resultado al menos una
de las siguientes sustituciones, o combinaciones de sustituciones: 266D, 234F/236N, 234F/236D, 236A/237A,
236S/237A, 235D/239D, 234D/267E, 234E/267E, 234F/267E, 235D/267E, 235F/267E, 235S/267(E, 235T/267E,
235Y/267D, 236D/267E, 236E/267E, 236N/267E, 237D/267E, 237N/267E, 266M/267E, 234E/268D, 236D/268D,
267D/268D, 267D/268E, r 267E/268D, 267E/268E, 267E/325L, 267D/327D, 267D/327E, 267E/327E, 268D/327D,
239D/328Y, 267E/328F, 267E/328H, 267E/328|, 267E/328Q, 267E/328Y, 268D/328Y, 234D/236N/267E,
235Y/236D/267E, 234W/239E/267E, 235Y/239D/267E, 236D/239D/267E, 235Y/267E/268E, 236D/267E/268E,
234W/239D/328Y, 235F/239D/328Y, 234E/267E/328F, 235D/267E/328F, 235Y/267E/328F, 236D/267E/328F,
239D/267A/328Y, 239D/267E/328F, 234W/268D/328Y, 235F/268D/328Y, 239D/268D/328F, 239D/268D/328W,
239D/268D/328Y, 239D/268E/328Y, 267A/268 D/328Y, 267E/268E/328F, 239D/326D/328Y, 268D/326D/328Y,
239D/327D/328Y, 268D/327D/328Y, 234W/328Y/332E, 235F/328Y/332E, 239D/328F/332E, 239D/328Y/332E,
267A/328Y/332E, 268D/328F/332E, 268D/328W/332E, 268D/328Y/332E, 268E/328Y/332E, 326D/328Y/332E,
327D/328Y/332E, 234W/236D/239E/267E, 239D/268D/328F/332E, 239D/268D/328W/332E y
239D/268D/328Y/332E, en donde la numeracion es segun un indice EU. En una realizacion, dicha(s)
modificacion(es) dan como resultado al menos una de las siguientes sustituciones, o combinaciones de
sustituciones: 234N, 235Q, 235R, 235W, 235Y, 236D, 236H, 2361, 236L, 236S, 236Y, 237H, 237L, 239D, 239N,
2661, 266M, 267A, 267D, 267E, 267G, 268D, 268E, 268N, 268Q, 298E, 298L, 298M, 298Q, 326A, 326E, 326W,
327D, 327L, 328E, 328F, 330D, 330H, 330K, 234F/236N, 234F/236D, 235D/239D, 234D/267E, 234E/267E,
234F/267E, 235D/267E, 235F/267E, 235T/267E, 235Y/267D, 235Y/267E, 236D/267E, 236E/267E, 236N/267E,
237D/267E, 237N/267E, 239D/267D, 239D/267E, 266M/267E, 234E/268D, 236D/268D, 239D/268D, 267D/268D,
267D/268E, 267E/268D, 267E/268E, 267E/325L, 267D/327D, 267D/327E, 267E/327D, 267E/327E, 268D/327D,
239D/328Y, 267E/328F, 267E/328H, 267E/328I, 267E/328Q, 267E/328Y, 268D/328Y, 239D/332E, 328Y/332E,

234D/236N/267E,
236D/267E/268E,
235Y/267E/328F,
239D/268D/328F,
239D/326D/328Y,
235F/328Y/332E,

235Y/236D/267E,
239D/267E/268E,
236D/267E/328F,
239D/268D/328W,
268D/326D/328Y,
239D/328F/332E,

234W/239E/267E, 235Y/239D/267E,
234W/239D/328Y, 235F/239D/328Y,
239D/267A/328Y, 239D/267E/328F, 234W/268D/328Y,
239D/268D/328Y, 239D/268E/328Y, 267A/268D/328Y,
239D/327D/328Y, 268D/327D/328Y, 239D/267E/332E,
239D/328Y/332E, 267A/328Y/332E, 268D/328F/332E,

236D/239D/267E,
234E/267E/328F,

235Y/267E/268E,
235D/267E/328F,
235F/268D/328Y,
267E/268E/328F,
234W/328Y/332E,
268D/328W/332E,

268D/328Y/332E, 268E/328Y/332E, 326D/328Y/332E, 327D/328Y/332E,
239D/268D/328F/332E, 239D/268D/328W/332E y 239D/268D/328Y/332E.

234W/236D/239E/267E,

En una realizacion, dicha(s) modificacion(es) dan como resultado al menos una de las siguientes sustituciones, o
combinaciones de sustituciones: 235Y/267E, 236D/267E, 239D/268D, 239D/267E, 267E/268D, 267E/268E y
267E/328F, en donde la numeracion es segun un indice EU.

En algunas realizaciones, los anticuerpos pueden comprender modificaciones isotipicas, es decir, modificaciones en
una IgG original al tipo de aminoacido en una IgG alternativa. Por ejemplo, como se ilustra en la Figura 1, se puede
construir una variante hibrida 1IgG1/IgG3 sustituyendo posiciones de IgG1 en la region CH2 y/o CH3 por aminoacidos
de IgG3 en posiciones donde los dos isotipos difieran. De esta manera, se puede construir un anticuerpo de IgG
variante hibrido que comprende una o mas sustituciones seleccionadas del grupo que consiste en: 274Q, 276K,
300F, 339T, 356E, 358M, 384S, 392N, 397M, 4221, 435R y 436F. En otros aspectos de la descripcion, se puede
construir una variante hibrida de 1gG1/IgG2 sustituyendo las posiciones de IgG2 en la regiéon CH2 y/o CH3 por
aminoacidos procedentes de IgG1 en posiciones donde los dos isotipos difieran. De este modo, se puede construir
un anticuerpo de IgG variante hibrido que comprende una o mas modificaciones seleccionadas del grupo que
consiste en 233E1 234L, 235L, -236G (que se refiere a una insercion de una glicina en la posicion 236), y 327A.

Medios para optimizar la funcion efectora

En la presente memoria se describen inmunoglobulinas que comprenden medios para alterar la afinidad al receptor
FcyRIIb y/o para alterar la capacidad de la inmunoglobulina para mediar en una o mas funciones efectoras mediadas
por FcyRIIb. Los medios de la descripcion incluyen modificaciones de aminoacido (p.ej., medios posicionales para
optimizar la funcién efectora, medios sustitucionales para optimizar la funcién efectora, etc.) y modificaciones de
glicoforma (p.ej., medios para modificaciones de glicoforma).

Modificacién de aminoacidos
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Tal y como se describe en la presente memoria, los medios posicionales para optimizar la funcién efectora incluyen,
aunque sin limitacion, la modificacion de un aminoacido en una o mas posiciones de la region constante de cadena
pesada (p.€j., en las posiciones: 234, 235, 236, 237, 239, 265, 266, 267, 268, 298, 325, 326, 327, 328, 329, 330, 331
y 332) que permiten la modificacion de las propiedades de unién a FcyRIlb de la inmunoglobulina, la funcion efectora
y potencialmente las propiedades clinicas de los anticuerpos.

En particular, los medios sustitucionales para optimizar las funciones efectoras de FcyRIlb, p.ej., alterando la
afinidad por FcyRIIb, incluyen, aunque sin limitacion, una sustituciéon de un aminoacido en una o mas posiciones de
la regién constante de cadena pesada, p.ej., uno o mas de las sustituciones de aminoacido en las siguientes
posiciones de la region constante de cadena pesada: 234, 235, 236, 237, 239, 265, 266, 267, 268, 298, 325, 326,
327, 328, 329, 330, 331 y 332, en donde la numeracion es segun el indice EU. En una realizacién, los medios
sustitucionales incluyen al menos una (p.gj., dos 0 mas) sustitucioén(es) con respecto a una regién de Fc original, en
donde dicha(s) modificacion(es) esta(n) en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 234, 235, 236, 237,
239, 266, 267, 268, 325, 326, 327, 328 y 332, segun el indice EU. En una realizacion, los medios sustitucionales
incluyen una o mas (p.ej., dos 0 mas) sustitucion(es) en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 235,
236, 239, 266, 267, 268 y 328, segun el indice EU.

En una realizacion, dichos medios sustitucionales son al menos una sustitucion (p.ej., una o mas sustitucion(es), dos
0 mas sustituciones, etc.) seleccionadas del grupo que consiste en 234F, 234G, 2341, 234K, 234N, 234P, 234Q,
234S, 234V, 234W, 234Y, 234D, 234E, 235A, 235E, 235H, 235, 235N, 235P, 235Q, 235R, 235S, 235W, 235Y,
235D, 235F, 235T, 236D, 236F, 236H, 2361, 236K, 236L, 236M, 236P, 236Q, 236R, 236S, 236T, 236V, 236W, 236Y,
236A, 236E, 236N, 237 A, 237E, 237H, 237K, 237L, 237P, 237Q, 237S, 237V, 237Y, 237D, 237N, 239D, 239E,
239N, 239Q, 265E, 266D, 2661, 266M, 267A, 267D, 267E, 267G, 268D, 268E, 268N, 268Q, 298D, 298E, 298L,
298M, 298Q, 325L, 326A, 326E, 326W, 326D, 327D, 327G, 327L, 327N, 327Q, 327E, 328E, 328F, 328Y, 328H,
328l, 328Q, 328W, 329E, 330D, 330H, 330K, 330S, 331 S y 332E, en donde la nhumeracion es segun un indice EU.
En una realizacion, dichos medios sustitucionales son al menos una sustitucion (p.ej., una o mas sustitucion(es), dos
0 mas sustituciones, etc.) seleccionadas del grupo que consiste en 234N, 234F, 234D, 234E, 234W, 235Q, 235R,
235W, 235Y, 235D, 235F, 235T, 236D, 236H, 2361, 236L, 236S, 236Y, 236E, 236N, 237H, 237L, 237D, 237N, 239D,
239N, 239E, 2661, 266M, 267A, 267D, 267E, 267G, 268D, 268E, 268N, 268Q, 298E, 298L, 298M, 298Q, 325L,
326A, 326E, 326W, 326D, 327D, 327L, 327E, 328E, 328F, 328Y, 328H, 328l, 328Q, 328W, 330D, 330H, 330K y
332E, en donde la numeraciéon es segun un indice EU. En una realizacion, dichos medios sustituiconales son al
menos una sustitucion (p. ej., una o mas sustitucion(es), dos o mas sustitucion(es), etc.) seleccionadas del grupo
que consiste en 234D, 234E, 234W, 235D, 235F, 235R, 235Y, 236D, 236N, 237D, 237N, 239D, 239E, 266M, 267D,
267E, 268D, 268E, 327D, 327E, 328F, 328W, 328Y y 332E, en donde la numeracién es segun un indice EU. En una
realizacion, dichos medios sustitucionales son al menos una sustitucion (p.ej., una o mas sustitucion(es), dos o mas
sustituciones, etc.) seleccionadas del grupo que consiste en 235Y, 236D, 239D, 266M, 267E1 268D, 268E, 328F,
328W y 328Y1, en donde la numeracion es segun un indice EU.

En una realizaciéon, dichos medios sustitucionales son al menos dos sustituciones (p.ej., una combinacion de
modificaciones) en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en 234/239, 234/267, 234/328, 235/236,
235/239, 235/267, 235/268, 235/328, 236/239, 236/267, 236/268, 236/328, 237/267, 239/267, 239/268, 239/327,
239/328, 239/332, 266/267, 267/268, 267/325, 267/327, 267/328, 267/332, 268/327, 268/328, 268/332, 326/328,
327/328 y 328/332, en donde la numeracién es segun un indice EU. En una realizaciéon, dichos medios
sustitucionales son al menos dos sustituciones (p.ej., una combinacion de modificaciones) en posiciones
seleccionadas del grupo que consiste en 235/267, 236/267, 239/268, 239/267, 267/268 y 267/328, en donde la
numeracion es segun un indice EU. En una realizacion, dichos medios sustitucionales son al menos dos
sustituciones (p.ej., una combinacion de modificaciones) en posiciones seleccionadas del grupo que consiste en
234D/267E, 234E/267E, 234F/267E, 234E/328F, 234W/239D, 234W/239E, 234W/267E, 234W/328Y, 235D/267E,
235D/328F, 235F/239D, 235F/267E, 235F/328Y, 235Y/236D, 235Y/239D, 235Y/267D, 235Y/267E, 235Y/268E,
235Y/328F, 236D/239D, 236D/267E, 236D/268E, 236D/328F, 236N/267E, 237D/267E, 237N/267E, 239D/267D,
239D/267E, 239D/268D, 239D/268E, 239D/327D, 239D/328F, 239D/328W, 239D/328Y, 239D/332E, 239E/267E,
266M/267E, 267D/268E, 267E/268D, 267E/268E, 267E/325L, 267E/327D, 267E/327E, 267E/328F, 267E/328lI,
267E/328Y, 267E/332E, 268D/327D, 268D/328F, 268D/328W, 268D/328Y, 268D/332E, 268E/328F, 268E/328Y,
327D/328Y, 328F/332E, 328W/332E y 328Y/332E, en donde la numeracion es segun un indice EU.

En una realizacion, dichos medios sustitucionales dan como resultado al menos una de las siguientes sustituciones,
o combinaciones de sustituciones: 234F/236N, 234F/236D, 236A/237A, 236S/237A, 235D/239D, 234D/267E,
234E/267E, 234F/267E, 235D/267E, 235F/267E, 235S/267E, 235T/267E, 235Y/267D, 235Y/267E, 236D/267E,
236E/267E, 236N/267E, 237D/267E, 237N/267E, 239D/267D, 239D/267E, 266M/267E, 234E/268D, 236D/268D,
239D/268D, 267D/268D, 267D/268E, 267E/268D, 267E/268E, 267E/325L, 267D/327D, 267D/327E, 267E/327D,
267E/327E, 268D/327D, 239D/328Y, 267E/328F, 267E/328H, 267E/328I, 267E/328Q, 267E/328Y, 268D/328Y,
239D/332E, 328Y/332E, 234D/236N/267E, 235Y/236D/267E, 234W/239E/267E, 235Y/239D/267E,
236D/239D/267E, 235Y/267E/268E, 236D/267E/268E, 239D/267E/268E, 234W/239D/328Y, 235F/239D/328Y,
234E/267E/328F, 235D/267E/328F, 235Y/267E/328F, 236D/267E/328F, 239D/267A/328Y, 239D/267E/328F,
234W/268D/328Y, 235F/268D/328Y, 239D/268D/328F, 239D/268D/328W, 239D/268D/328Y, 239D/268E/328Y,
267A/268 D/328Y, 267E/268E/328F, 239D/326D/328Y, 268D/326D/328Y, 239D/327D/328Y, 268D/327D/328Y,
239D/267E/332E, 234W/328Y/332E, 235F/328Y/332E, 239D/328F/332E, 239D/328Y/332E, 267A/328Y/332E,
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268D/328F/332E, 268D/328W/332E, 268D/328Y/332E, 268E/328Y/332E, 326D/328Y/332E, 327D/328Y/332E,
234W/236D/239E/267E, 239D/268D/328F/332E, 239D/268D/328W/332E y 239D/268D/328Y/332E, en donde la
numeracion es segun un indice EU. En una realizacion, dichos medios sustitucionales dan como resultado al menos
una de las siguientes sustituciones, o combinaciones de sustituciones: 266D, 234F/236N, 234F/236D, 236A/237A,
236S/237A, 235D/239D, 234D/267E, 234E/267E, 234F/267E, 235D/267E, 235F/267E, 235S/267E, 235T/267E,
235Y/267D, 236D/267E, 236E/267E, 236N/267E, 237D/267E, 237N/267E, 266M/267E, 234E/268D, 236D/268D,
267D/268D, 267D/268E, 267E/268D, 267E/268E, 267E/325L, 267D/327D, 267D/327E, 267E/327E, 268D/327D,
239D/328Y, 267E/328F, 267E/328H, 267E/328l, 267E/328Q, 267E/328Y, 268D/328Y, 234D/236N/267E,
235Y/236D/267E, 234W/239E/267E, 235Y/239D/267E, 236D/239D/267E, 235Y/267E/268E, 236D/267E/268E,
234W/239D/328Y, 235F/239D/328Y, 234E/267E/328F, 235D/267E/328F, 235Y/267E/328F, 236D/267E/328F,
239D/267A/328Y, 239D/267E/328F, 234\W/268D/328Y, 235F/268D/328Y, 239D/268D/328F, 239D/268D/328W,
239D/268D/328Y, 239 D/268 E/328Y, 267A/268 D/328Y, 267E/268E/328F, 239D/326D/328Y, 268D/326D/328Y,
239D/327D/328Y, 268D/327D/328Y, 234W/328Y/332E, 235F/328Y/332E, 239D/328F/332E, 239D/328Y/332E,
267A/328Y/332E, 268D/328F/332E, 268D/328W/332E, 268D/328Y/332E, 268E/328Y/332E, 326D/328Y/332E,
327D/328Y/332E, 234W/236D/239E/267E, 239D/268D/328F/332E, 239D/268D/328W/332E y
239D/268D/328Y/332E, en donde la numeracién es segun un indice EU. En una realizaciéon, dichos medios
sustitucionales dan como resultado al menos una de las siguientes sustituciones, o combinaciones de sustituciones:
234N, 235Q, 235R1 235W, 235Y, 236D, 236H, 2361, 236L, 236S, 236Y, 237H, 237L, 239D, 239N, 2661, 266M,
267A, 267D, 267E, 267G, 268D, 268E, 268N, 268Q, 298E, 298L, 298M, 298Q, 326A, 326E, 326W, 327D, 327L,
328E, 328F, 330D, 330H, 330K, 234F/236N, 234F/236D, 235D/239D, 234D/267E, 234E/267E, 234F/267E,
235D/267E, 235F/267E, 235T/267E, 235Y/267D, 235Y/267E, 236D/267E, 236E/267E, 236N/267E, 237D/267E,
237N/267E, 239D/267D, 239D/267E, 266M/267E, 234E/268D, 236D/268D, 239D/268D, 267D/268D, 267D/268E,
267E/268D, 267E/268E, 267E/325L, 267D/327D, 267D/327E, 267E/327D, 267E/327E, 268D/327D, 239D/328Y,
267E/328F, 267E/328H, 267E/328l, 267E/328Q, 267E/328Y, 268D/328Y, 239D/332E, 328Y/332E, 234D/236N/267E,
235Y/236D/267E, 234W/239E/267E, 235Y/239D/267E, 236D/239D/267E, 235Y/267E/268E, 236D/267E/268E,
239D/267E/268E, 234\W/239D/328Y, 235F/239D/328Y, 234E/267E/328F,235D/267E/328F, 235Y/267E/328F,
236D/267E/328F, 239D/267A/328Y, 239D/267E/328F, 234W/268D/328Y, 235F/268D/328Y, 239D/268D/328F,
239D/268D/328W, 239D/268D/328Y, 239D/268E/328Y, 267A/268 D/328Y, 267E/268E/328F, 239D/326D/328Y,
268D/326D/328Y, 239D/327D/328Y, 268D/327D/328Y, 239D/267E/332E, 234W/328Y/332E, 235F/328Y/332E,
239D/328F/332E, 239D/328Y/332E, 267A/328Y/332E, 268D/328F/332E, 268D/328W/332E, 268D/328Y/332E,
268E/328Y/332E, 326D/328Y/332E, 327D/328Y/332E, 234W/236D/239E/267E, 239D/268D/328F/332E,
239D/268D/328W/332E y 239D/268D/328Y/332E.

En una realizacioén, dichos medios sustitucionales dan como resultado al menos una de las siguientes sustituciones,
o combinaciones de sustituciones: 235Y/267E, 236D/267E, 239D/268D, 239D/267E, 267E/268D, 267E/268E y
267E/328F, en donde la numeracion es segun un indice EU.

En algunos aspectos de la descripcion la inmunoglobulina comprende medios para modificaciones isotépicas, es
decir, modificaciones en una IgG original de tipo aminoacido para obtener una IgG alternativa. Por ejemplo, tal como
se ilustra en la Figura 2A, se puede construir una variante hibrida IgG1/lgG3 mediante medios sustitucionales para
sustituir posiciones de IgG1 en la region CH2 y/o CH3 por aminoacidos procedentes de IgG3 en las posiciones en
las que los dos isotipos difieren. De esta manera, se puede construir un anticuerpo de IgG variante hibrido que
comprende uno o mas medios sustitucionales, p.ej., 274Q, 276K, 300F, 339T, 356E, 358M, 384S, 392N, 397M,
4221, 435R y 436F. En otros aspectos de la descripcion, se puede construir una variante hibrida 1gG1/IgG2
mediante medios sustitucionales para sustituir posiciones de IgG2 en la region CH2 y/o CH3 por aminoacidos
procedentes de IgG1 en las posiciones en las que los dos isotipos difieren. De esta manera, se puede construir un
anticuerpo de IgG variante hibrido que comprende uno o mas medios sustitucionales, p.ej., una o mas de las
siguientes sustituciones de aminoacido: 233E, 234L, 235L, -236G (que se refiere a una insercion de una glicina en la
posicion 236) y 327A.

Modificaciones de glicoforma

Muchos polipéptidos, que incluyen anticuerpos, son sometidos a una variedad de modificaciones post-traduccionales
que implican resto de carbohidrato, tales como la glicosilacion con oligosacaridos. Existen varios factores que
pueden influir en la glicosilacion. Se ha demostrado que la especie, el tejido y el tipo celular son todos importantes
en la forma en que se produce la glicosilacion. Adicionalmente el entorno extracelular, a través de condiciones de
cultivo alteradas tales como la concentracién en suero, puede tener un efecto directo sobre la glicosilacion (Lifely et
al., 1995, Glycobiology 5(8): 813-822).

Todos los anticuerpos contienen carbohidratos en posiciones conservadas de las regiones constantes de la cadena
pesada. Cada isotipo de anticuerpo presenta una variedad distinta de estructuras de carbohidrato N-ligadas. Aparte
del carbohidrato unido a la cadena pesada, hasta un 30% de las IgGs humanas presentan una regiéon Fab
glicosilada. La IgG tiene un unico carbohidrato biantenario N-ligado en Asn297 del dominio CH2. Para IgG
procedente de suero o producida ex vivo en hibridomas o en células modificadas genéticamente, la IgG es
heterogénea en relacion al carbohidrato ligado a Asn297 (Jefferis et al., 1998, Immunol. Rev. 163: 59-76; Wright et
al., 1997, Trends Biotech 15: 26-32). Para IgG humana, el oligosacarido basico normalmente consiste en
GlcNAc2Man3GIcNAc, con diferentes niumeros de residuos exteriores.
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Los restos de carbohidrato de las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria seran descritos en referencia a
la nomenclatura usada habitualmente para la descripcion de oligosacaridos. Una revisién de la quimica de
carbohidratos que emplea esta nomenclatura se encuentra en Hubbard et al. 1981, Ann. Rev. Biochem. 50: 555-583.
Esta nomenclatura incluye, por ejemplo, Man, que representa manosa; GIcNAc, que representa 2-N-
acetilglucosamina; Gal que representa galactosa; Fuc para fucosa; y Glc, que representa glucosa. Los acidos
sialicos se describen mediante la notacion abreviada NeuNAc, para acido 5-N-acetilneuraminico, y NeuNGc para
acido 5-glicolilneuraminico.

El término “glicosilacion” significa la unién de oligosacaridos (carbohidratos que contienen dos o mas azlcares
simples unidos, p.ej., entre dos y hasta aproximadamente doce azucares simples unidos) a una glicoproteina. Las
cadenas laterales del oligosacarido normalmente estan unidas a la cadena principal de la glicoproteina a través de
enlaces de N o de O. Los oligosacaridos de las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria se producen
generalmente unidos a un dominio CH2 de una region de Fc como oligosacaridos N-ligados. “Glicosilacion N-ligada”
se refiere a la unién del resto carbohidrato a un residuo de asparagina en una cadena de glicoproteina. El
especialista en la técnica reconocera que, por ejemplo, cada uno de los dominios CH2 de IgG1, IgG2a, IgG2b e
IgG3 de raton, asi como de IgG1, 1gG2, IgG3, IgG4, IgA e IgD humanos, presentan un Unico sitio para la
glicosilacion N-ligada en el residuo de aminoacido 297 (Kabat et al. Sequences of Proteins of Immunological Interest,
1991).

Para los fines de la presente memoria, una “estructura de carbohidrato basica madura” se refiere a una estructura de
base de carbohidrato procesada unida a una regién de Fc que generalmente que consiste en la siguiente estructura
de carbohidrato Glc-NAc(Fucosa)-GIcNAc-Man-(Man-GIcNAc)2, tipica de oligosacaridos biantenarios. La estructura
de carbohidrato basica madura se une a la regién de Fc de la glicoproteina, generalmente a través de un enlace de
N a Asn297 de un dominio CH2 de la region de Fc. Un “GlcNAc bisectante” es un residuo de GIcNAc unido a la
[beta]1,4 manosa de la estructura de carbohidrato basica madura. El GIcNAc bisectante puede ser unido
enzimaticamente a la estructura de carbohidrato basica madura mediante una enzima [beta](1,4)-N-
acetilglucosaminil transferasa 11l (GnTIll). Las células CHO no expresan normalmente GnTlll (Stanley et al., 1984, J.
Biol. Chem. 261: 13370-13378), pero pueden ser modificadas para que lo hagan (Umana et al., 1999, Nature
Biotech. 17: 176-180).

En la presente memoria se describen variantes de Fc que comprenden glicoformas modificadas o glicoformas
disefiadas. Con “glicoforma modificada” o “glicoforma disefiada” tal como se usan en la presente memoria se
pretende indicar una composicion de carbohidrato que esta unida covalentemente a una proteina, por ejemplo un
anticuerpo, en donde dicha composicién de carbohidrato difiere quimicamente de la de una proteina original. Las
glicoformas disefiadas pueden ser Utiles para una variedad de propdsitos, que incluyen, aunque sin limitacion,
potenciar o reducir la funcion efectora mediada por FcyR. En una realizacion, las inmunoglobulinas descritas en la
presente memoria son modificadas para controlar el nivel de oligosacaridos fucosilados y/o bisectantes que estan
unidos covalentemente a la region de Fc.

En la técnica se conocen bien una serie de métodos para generar glicoformas modificadas (Umana et al., 1999, Nat
Biotechnol 17: 176-180; Davies et al., 2001, Biotechnol Bioeng 74: 288-294; Shields et al., 2002, J Biol Chem 277:
26733-26740; Shinkawa et al., 2003, J Biol Chem 278: 3466-3473); (US 6.602.684; USSN 10/277.370; USSN
10/113.929; PCT WO 00/61739A1; PCT WO 01/29246A1; PCT WO 02/31140A1; PCT WO 02/30954A1);
(Potelligent(TM) technology [Biowa, Inc., Princeton, NJ]; GlycoMAb(TM) glycosylation engineering technology
[GLYCART biotechnology AG, Zurich, Suiza). Estas técnicas controlan el nivel de oligosacaridos fucosilados y/o
bisectantes que estan unidos covalentemente a la region de Fc, por ejemplo expresando una IgG en varios
organismos o lineas celulares, modificados o no (por ejemplo, células CHO Lec-13 o células YB2/0 de hibridoma de
rata), regulando enzimas implicadas en la ruta de glicosilacion (por ejemplo FUT8 [[sigma]1,6-fucosiltransferasa] y/o
1-4-N-acetilglucosaminiltransferasa Il [GnTIll]), o modificando carbohidrato(s) después de que la IgG ha sido
expresada. Otros métodos para modificar glicoformas de las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria
incluyen usar cepas glicomodificadas de levadura (Li et al., 2006, Nature Biotechnology 24(2): 210-215), musgo
(Nechansky et al., 2007, Mol Immunjol 44(7): 1826-8) y plantas (Cox et al., 2006, Nat Biotechnol 24(12): 1591-7). El
uso de un método particular para generar una glicoforma no pretende restringir las realizaciones de dicho método.
Mas bien, las realizaciones descritas en la presente memoria abarcan variantes de Fc con glicoformas modificadas,
independientemente de como se hayan producido.

En una realizacién, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria estan glicomodificadas para alterar el
nivel de sialilacion. Mayores niveles de glicanos de Fc sialilados en moléculas de inmunoglobulina G puede afectar
de forma negativa a su funcionalidad (Scallon et al., 2007, Mol Immunol. 44(7): 1524-34), y diferencias en los niveles
de sialilacién de Fc pueden dar como resultado una actividad anti-inflamatoria modificada (Kaneko et al., 2006,
Science 313: 670-673). Puesto que los anticuerpos pueden adquirir propiedades anti-inflamatorias tras sialilacion del
polisacarido basico de Fc, puede ser ventajoso glicomadificar las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria
para obtener un mayor o menor contenido de acido sialico en Fc.

Glicoforma modificada habitualmente se refiere al diferente carbohidrato u oligosacarido; de esta manera, por
ejemplo, una inmunoglobulina puede comprender una glicoforma modificada. Alternativamente, la glicoforma
modificada puede referirse a la inmunoglobulina que comprende el diferente carbohidrato u oligosacarido. En una
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realizacién, una composicion descrita en la presente memoria comprende una variante de Fc glicosilada que
presenta una region de Fc, en donde aproximadamente el 51-100% del anticuerpo glicosilado, p.ej., 80-100%, 90-
100%, 95-100%, etc. del anticuerpo de la composicién comprende una estructura de carbohidrato basica madura
que carece de fucosa. En otra realizaciéon, el anticuerpo de la composiciéon comprende una estructura de
carbohidrato basica madura que carece de fucosa y adicionalmente comprende al menos una modificacion de
aminoacido en la regién de Fc. En una realizacién alternativa, una composicion comprende una variante de Fc
glicosilada que tiene una region de Fc, en donde aproximadamente el 51-100% del anticuerpo glicosilado, 80-100%,
0 90-100% del anticuerpo de la composicion comprende una estructura de carbohidrato basica madura que carece
de acido sidlico. En ofra realizacion, el anticuerpo de la composicion comprende una estructura de carbohidrato
basica madura que carece de acido sialico y adicionalmente comprende al menos una modificacion de aminoacido
en la region de Fc. En otra realizaciéon adicional, una composicion comprende una variante de Fc glicosilada que
tiene una regién de Fc, en la que aproximadamente el 51-100% del anticuerpo glicosilado, 80-100% o 90-100% del
anticuerpo de la composicidon comprende una estructura de carbohidrato basica madura que contiene acido sialico.
En otra realizacion, el anticuerpo de la composicion comprende una estructura de carbohidrato basica madura que
contiene acido sialico y adicionalmente comprende al menos una modificaciéon de aminoacido en la regién de Fc. En
otra realizacion, la combinacion de la glicoforma modificada y la modificacién de aminoacido proporciona unas
propiedades éptimas de unién a receptor de Fc en el anticuerpo.

Otras modificaciones

Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden comprender una o mas modificaciones que
proporcionan propiedades optimizadas que no estan relacionadas especificamente a las funciones efectoras medias
por FcyR o por complemento per se. Dichas modificaciones pueden ser modificaciones de aminoacido, o pueden ser
modificaciones que se realizan enzimatica o quimicamente. Dicha(s) modificacion(es) probablemente proporciona(n)
alguna mejora en la inmunoglobulina, por ejemplo una mejora de su estabilidad, solubilidad, funcién o uso clinico. En
la presente memoria se describe una variedad de mejoras que pueden realizarse acoplando las inmunoglobulinas
descritas en la presente memoria con modificaciones adicionales.

En una realizacion, la region variable de un anticuerpo descrito en la presente memoria puede ser madurada por
afinidad, es decir, que se hayan realizado modificaciones de aminoacido en los dominios de VH y/o VL del
anticuerpo para potenciar la union del anticuerpo a su antigeno diana. Dichos tipos de modificaciones pueden
mejorar las cinéticas de asociacion y/o disociacion de la union al antigeno diana. Otras modificaciones incluyen
aquellas que mejoran la selectividad por el antigeno diana frente a dianas alternativas. Estas incluyen
modificaciones que mejoran la selectividad por antigeno expresado en células diana frente a células no diana. Otras
mejoras en las propiedades de reconocimiento de dianas pueden ser proporcionadas por modificaciones
adicionales. Dichas propiedades pueden incluir, aunque sin limitacion, propiedades cinéticas especificas (es decir,
cinética de asociacion y disociacion), selectividad por la diana particular frente a dianas alternativas, y selectividad
por una forma especificada de diana frente a formas alternativas. Los ejemplos incluyen variantes de longitud
completa frente a variantes de divisién, formas de superficie celular frente a formas solubles, selectividad por las
diferentes variantes polimorficas, o selectividad por formas conformacionales especificas del antigeno diana. Las
inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden comprender una o mas modificaciones que
proporcionan una internalizacién reducida o potenciada de una inmunoglobulina.

En una realizacién, las modificaciones se realizan para mejorar las propiedades biofisicas de las inmunoglobulinas
descritas en la presente memoria, que incluyen, aunque sin limitacion, la estabilidad, la solubilidad y el estado
oligomérico. Las modificaciones pueden incluir, por ejemplo, sustituciones que proporcionan interacciones
intramoleculares mas favorables en la inmunoglobulina, tal como proporcionar una mayor estabilidad, o la sustitucion
de aminoacidos no polares expuestos por aminodacidos polares, para obtener una mayor solubilidad. En el
documento USSN 10/379.392 se describen una serie de metas y métodos de optimizacion que pueden ser Utiles
para disefiar modificaciones adicionales y optimizar adicionalmente las inmunoglobulinas descritas en la presente
memoria. Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria también pueden combinarse con modificaciones
adicionales que reduzcan el estado o el tamafo oligomérico, de tal modo que se mejore la penetracién en el tumor, o
que aumenten segun se desee las tasas de eliminacion in vivo.

Otras modificaciones de las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria incluyen aquellas que permiten la
formacion especifica de moléculas homodiméricas o homomultiméricas. Dichas modificaciones incluyen, aunque sin
limitacién, disulfuros disefiados, asi como modificaciones quimicas o métodos de agregacién que pueden
proporcionar un mecanismo para generar homodimeros u homomultimeros covalentes. Por ejemplo, los métodos
para disefiar y las composiciones de dichas moléculas se describen en Kan et al., 2001, J. Immunol., 2001, 166:
1320-1326; Stevenson et al., 2002, Recent Results Cancer Res. 159: 104-12; US 5.681.566; Caron et al., 1992, J.
Exp. Med. 176: 1191-1195 y Shopes, 1992, J. Immunol. 148(9): 2918-22. Modificaciones adicionales a las variantes
descritas en la presente memoria incluyen aquellas que permiten la formacién especifica de moléculas
heterodiméricas, heteromultiméricas, bifuncionales y/o multifuncionales. Dichas modificaciones incluyen, aunque sin
limitacion, una o mas sustituciones de aminoacido en el dominio CH3, en el cual las sustituciones reducen la
formacion de homodimero y aumentan la formacion de heterodimero. Por ejemplo, los métodos para disefiar y las
composiciones de dichas moléculas se describen en Atwell et al., 1997, J. Mol. Biol. 270(1): 26-35 y Carter et al.,

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2659517713

2001, J. Immunol. Methods 248: 7-15. Modificaciones adicionales incluyen modificaciones en los dominios de
bisagra y CH3, en los cuales las modificaciones reducen la propension a formar dimeros.

En realizaciones adicionales, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria comprenden modificaciones
que eliminan sitios de degradacién proteolitica. Estas pueden incluir, por ejemplo, sitios de proteasa que reducen los
rendimientos de produccion, asi como sitios de proteasa que degradan la proteina administrada in vivo. En una
realizacion, se realizan modificaciones adicionales para eliminar sitios de degradacion covalente, tal como
desamidacion (es decir, desamidacion de residuos de glutaminilo y asparaginilo a los correspondientes residuos de
glutamilo y aspartilo), oxidacién, y sitios de degradacion proteolitica. Los sitios de desamidacion que son
particularmente Utiles de eliminar son aquellos que presentan una elevada propensién a la desamidacion, que
incluyen, aunque sin limitacion, los residuos de asparaginilo y glutamilo seguidos de glicinas (estructuras NG y QG,
respectivamente). En dichos casos, la sustitucién de cualquiera de los residuos puede reducir significativamente la
tendencia a la desamidacion. Los sitios de oxidacion habituales incluyen residuos de metionina y cisteina. Otras
modificaciones covalentes, que pueden ser introducidas o eliminadas, incluyen la hidroxilacién de prolina y lisina, la
fosforilacion de grupos hidroxilo de residuos serilo y treonilo, la metilacion de los grupos amino de cadenas laterales
de lisina, arginina e histidina (T.E. Creighton, Proteins: Structure and Molecular Properties, W. H. Freeman & Co.,
San Francisco, pag. 79-86 (1983)), la acetilacion de la amina N-terminal, y la amidacion de cualquier grupo carboxilo
C-terminal. Modificaciones adicionales también pueden incluir, aunque sin limitacién, modificaciones post-
traduccionales tales como glicosilacién y fosforilacion N-ligada u O-ligada.

Las maodificaciones pueden incluir aquellas que mejoran los rendimientos de expresion y/o purificacion a partir de
hospedantes o células hospedantes usadas habitualmente para la produccién biolégica. Estas incluyen, aunque sin
limitacién, diversas lineas de células de mamifero (p.ej., CHO), lineas celulares de levadura, lineas celulares
bacterianas y plantas. Las modificaciones adicionales incluyen modificaciones que eliminan o reducen la capacidad
de las cadenas pesadas para formar enlaces disulfuro intercadena. Las modificaciones adicionales incluyen
modificaciones que eliminan o reducen la capacidad de las cadenas pesadas para formar enlaces disulfuro
intracadena.

Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden comprender modificaciones que incluyen el uso de
aminoacidos no naturales incorporados usando, por ejemplo, las tecnologias desarrolladas por Schultz y colegas,
que incluyen, aunque sin limitacion, los métodos descritos en Cropp y Shultz, 2004, Trends Genet. 20(12): 625-30,
Anderson et al., 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A. 101 (2): 7566-71, Zhang et al., 2003, 303(5656): 371-3 y Chin et
al., 2003, Science 301 (5635): 964-7. En algunas realizaciones, estas modificaciones permiten la manipulacion de
varias propiedades funcionales, biofisicas, inmunolégicas o de fabricacion discutidas anteriormente. En realizaciones
adicionales, estas modificaciones permiten modificaciones quimicas adicionales para otros fines. En la presente
memoria se contemplan otras modificaciones. Por ejemplo, la inmunoglobulinas puede estar ligada a una de una
variedad de polimeros no proteinicos, p.ej., polietilen glicol (PEG), polipropilen glicol, polioxialquilenos, o
copolimeros de polietilen glicol y polipropilen glicol. Se pueden hacer modificaciones de aminoacidos adicionales
para permitir una modificaciéon quimica o post-traduccional no especifica de las inmunoglobulinas. Dichas
modificaciones incluyen, aunque sin limitacion, la PEGilacién y la glicosilacion. Las sustituciones especificas que se
pueden utilizar para permitir la PEGilacion incluyen, aunque sin limitacion, la introduccion de nuevos residuos de
cisteina o de aminoacidos no naturales, de tal modo que se pueden usar quimicas de acoplamiento eficientes y
especificas para unir PEG u otro resto polimérico. La introduccién de sitios de glicosilacion especificos se puede
conseguir introduciendo nuevas secuencias N-X-T/S en las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria.

Las modificaciones para reducir la inmunogenicidad pueden incluir modificaciones que reducen la unién de péptidos
procesados derivados de la secuencia original a proteinas de MHC. Por ejemplo, las modificaciones de aminoacido
serian disefiadas de tal modo que no haya ninguno, o un nimero minimo, de epitopos inmunes que se predice que
se unen, con elevada afinidad, a cualesquier alelos de MHC prevalentes. En la técnica se conocen varios métodos
para identificar epitopos de unién a MHC en secuencias de proteinas y pueden usarse para clasificar epitopos en un
anticuerpo descrito en la presente memoria. Véanse, por ejemplo, los documentos USSN 09/903.378, USSN
10/754.296, USSN 11/249.692, y las referencias citadas en los mismos.

En algunas realizaciones, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden combinarse con
inmunoglobulinas que alteran la uniéon de FcRn. Dichas variantes pueden proporcionar propiedades farmacocinéticas
mejoradas a las inmunoglobulinas. En particular, las variantes que aumentan la unién de Fc a FcRn incluyen,
aunque sin limitacion: 250E, 250Q, 428L, 428F, 250Q/428L, 256A, 272A, 286A, 305A, 307A, 311A, 312A, 376A,
378Q, 380A, 382A, 434A, 252F, 252T, 252Y, 252W, 254T, 256S, 256R, 256Q, 256E, 256D, 256T, 309P, 311S,
433R, 433S, 433l, 433P, 433Q, 434H, 434F, 434Y, 252Y/254T/256E, 433K/434F/436H, 308T/309P/311S, 257C,
257M, 257L, 257N, 257Y, 279E, 279Q, 279Y, insercion de Ser después de 281, 283F, 284E, 306Y, 307V, 308F,
308Y 311V, 385H, 385N, 204D, 284E, 285E, 286D y 290E.

En el alcance de las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria se incluyen modificaciones covalentes de
anticuerpos, y generalmente, aunque no siempre, se realizan post-traduccionalmente. Por ejemplo, se introducen
varios tipos de modificaciones covalentes del anticuerpo en la molécula haciendo reaccionar residuos de aminoacido
especificos del anticuerpo con un agente derivatizante organico que es capaz de reaccionar con cadenas laterales
seleccionadas o con los residuos N o C terminales.
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En algunas realizaciones, la modificacion covalente de los anticuerpos descritos en la presente memoria comprende
la adicidon de una o mas marcas. El término “grupo marcador” significa cualquier marca detectable. En algunas
realizaciones, el grupo marcador esta acoplado al anticuerpo a través de brazos espaciadores de longitudes
diversas para reducir las potenciales dificultades estéricas. En la técnica se conocen varios métodos para marcar
proteinas y se pueden usar para generar las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria. En general, las
marcas se clasifican en una variedad de clases, dependiendo del ensayo mediante el cual vayan a ser detectadas:
a) marcas isotopicas, que pueden ser isétopos radiactivos o pesados; b) marcas magnéticas (p.ej., particulas
magnéticas); c) restos redox activos; d) colorantes épticos; grupos enzimaticos (p.ej. peroxidasa de rabano, -
galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina); e) grupos biotinilados; y f) epitopos de polipéptido predeterminados
reconocidos por un indicador secundario (p.ej., secuencias de par de cremallera de leucina, sitios de unién para
anticuerpos secundarios, dominios de union de metal, etiquetas de epitopo, etc.). En algunas realizaciones, el grupo
marcador esta acoplado al anticuerpo a través de brazos espaciadores de diversas longitudes para reducir
problemas estéricos. En la técnica se conocen varios métodos para marcar proteinas y se pueden usar para generar
las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria. Las marcas especificas incluyen colorantes opticos, que
incluyen, aunque sin limitacion, cromoforos, fosforos y fluoréforos, siendo los ultimos especificos en muchos
ejemplos. Los fluoréforos pueden ser fluoros de “molécula pequeia”, o fluoros proteinicos. Con “marca fluorescente”
se pretende indicar cualquier molécula que se puede detectar por sus propiedades fluorescentes inherentes.

Conjugados

En una realizacion, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria son “proteinas de fusién” de anticuerpo,
a veces referidas en la presente memoria como “conjugados de anticuerpos”. La pareja de fusion o la pareja de
conjugado pueden ser proteinicas o no proteinicas; generandose las ultimas generalmente con grupos funcionales
sobre el anticuerpo y sobre la pareja conjugada. Las parejas de conjugado y de fusién pueden ser cualquier
molécula, incluyendo compuestos quimicos de molécula pequefia y polipéptidos. Por ejemplo, en Trail et al., 1999,
Curr. Opin. Immunol. 11: 584-588 se describe una variedad de conjugados de anticuerpo y métodos. Las posibles
parejas de conjugado incluyen, aunque sin limitacion, citoquinas, agentes citotdxicos, toxinas, radioisétopos, agentes
quimioterapéuticos, agentes anti-angiogénicos, inhibidores de tirosina quinasa, y otros agentes terapéuticamente
activos. En algunas realizaciones, las parejas de conjugado se pueden concebir mas como cargas, es decir, que la
mision de un conjugado es la administracion dirigida de la pareja de conjugado a una célula diana, por ejemplo, una
célula cancerosa o una célula inmune, por parte de la inmunoglobulina. De esta manera, por tanto, la conjugacién de
una toxina a una inmunoglobulina busca la administracion de dicha toxina a células que expresan el antigeno diana.
Como apreciara el especialista en la técnica, en realidad los conceptos y definiciones de fusion y conjugado son
solapantes. La designacion de una fusion o conjugado no pretende restringirla a ninguna realizacién particular
descrita en la presente memoria. Mas bien, dichos términos se usan ampliamente para presentar el concepto amplio
de que cualquier inmunoglobulina descrita en la presente memoria puede ligarse genéticamente, quimicamente, o
de cualquier otra manera, a uno o mas polipéptidos o moléculas para proporcionar alguna propiedad deseable.

Los conjugados adecuados incluyen, aunque sin limitacién, marcas como las descritas mas adelante, farmacos y
agentes citotoxicos que incluyen, aunque sin limitacion, farmacos citotdxicos (p.ej., agentes quimioterapéuticos) o
toxinas o fragmentos activos de dichas toxinas. Las toxinas adecuadas y sus correspondientes fragmentos incluyen
cadena A de difteria, cadena A de exotoxina, cadena A de ricina, cadena A de abrina, curcina, crotina, fenomicina,
enomicina y similares. Los agentes citotoxicos también incluyen compuestos radioquimicos preparados conjugando
radiois6topos a anticuerpos, o uniendo un radioniclido a un agente quelante que ha sido unido covalentemente al
anticuerpo. Realizaciones adicionales utilizan caliqueamicina, auristatinas, geldanamicina, maitansina vy
duocarmicinas y analogos; para las ultimas véase el documento U.S. 2003/0050331.

En una realizacién, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria estan fusionadas o conjugadas a una
citoquina. Con “citoquina” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar un término genérico para
proteinas liberadas por una poblacion de células que actia sobre otra célula como mediadores intercelulares. Por
ejemplo, como se describe en Penichet et al., 2001, J. Immunol. Methods 248: 91-101, las citoquinas pueden
fusionarse a un anticuerpo para proporcionar un sistema combinado con propiedades deseadas. Los ejemplos de
dichas citoquinas son linfoquinas, monquinas y hormonas polipéptido tradicionales. Entre las citoquinas se incluyen
hormonas de crecimiento tales como la hormona de crecimiento humana, la hormona de crecimiento humana de N-
metionilo, y la hormona de crecimiento bovina; hormona paratiroidea; tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina; pro-
relaxina; hormonas de glicoproteina tales como hormona estimulante de foliculo (FSH), hormona estimulante de
tiroide (TSH), y hormona luteinizante (LH); factor de crecimiento hepatico; factor de crecimiento de fibroblasto;
prolactina; lactogeno placental; factor de necrosis tumoral alfa y beta; sustancia inhibidora muleriana; péptido
asociado a gonadotropina de raton; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial vascular; integrina;
trombopoyetina (TPO); factores de crecimiento de nervio tales como NGF-beta; factor de crecimiento de plaqueta;
factores de crecimiento transformantes (TGFs) tales como TGF-alfa y TGF-beta; factor de crecimiento de tipo
insulina | y Il; eritropoyetina (EPO); factores osteoinductivos; interferones tales como interferon alfa, beta y gamma;
factores estimulantes de colonia (CSFs) tales como CSF de macréfago (M-CSF); CSF de granulocito-macréfago
(GM-CSF); y CSF de granulocito (G-CSF); interleuquinas (ILs) tales como IL-1, IL-1 alfa, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL- 11, IL-12; IL-15, un factor de necrosis tumoral tal como TNF-alfa o TNF-beta; C5a; y otros
factores de polipéptido que incluyen LIF y kit ligando (KL). Tal como se usa en la presente memoria, el término
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citoquina incluye proteinas procedentes de fuentes naturales o de cultivos celulares recombinantes, y los
equivalentes biolégicamente activos de las citoquinas de secuencia nativa.

En una realizacion alternativa, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria estan fusionadas, conjugadas
o ligadas operativamente a una toxina, que incluye, aunque sin limitacion, toxinas de molécula pequefa y toxinas
enzimaticamente activas de origen bacteriano, fingico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes de las
mismas. Por ejemplo, en Thrush et al., 1996, Ann. Rev. Immunol. 14: 49-71 se describe una variedad de
inmunotoxinas y métodos de inmunotoxina. Las toxinas de molécula pequefia incluyen, aunque sin limitacion,
caliqueamicina, maitansina (US 5.208.020), tricoteno y CC1065. En una realizacién, una inmunoglobulina descrita en
la presente memoria puede estar conjugada a una o mas moléculas de maitansina (p.ej., de aproximadamente 1 a
aproximadamente 10 moléculas de maitansina por molécula de anticuerpo). La maitansina puede, por ejemplo,
convertirse en May-SS-Me, que puede ser reducida a May-SH3 y hacerse reaccionar con el anticuerpo modificado
(Chari et al., 1992, Cancer Research 52: 127-131) para generar un conjugado de anticuerpo maitansinoide. Otro
conjugado de interés comprende una inmunoglobulina conjugada a una o mas moléculas de caliqueamicina. La
familia caliqueamicina de antibiéticos es capaz de producir rupturas de ADN de cadena doble a concentraciones
sub-picomolares. Los analogos estructurales de la caliqueamicina que pueden usarse incluyen, aunque sin
limitacion, y11, cx21, a3, N-acetyl-y11, PSAGy [Theta]1‘| (Hinman et al., 1993, Cancer Research 53: 3336-3342; Lode
et al.,, 1998, Cancer Research 58: 2925-2928) (US 5.714.586; US 5.712.374; US 5.264.586; US 5.773). Los
analogos de dolastatina 10 tales como la auristatina E (AE) y la monometillauristatina E (MMAE) pueden ser Utiles
como conjugados para las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria (Doronina et al., 2003, Nat Biotechnol
21 (7): 778-84; Francisco et al., 2003 Blood 102(4): 1458-65). Las toxinas enzimaticamente activas utiles incluyen,
aunque sin limitacion, cadena A de difteria, fragmentos activos no de unién de la toxina de la difteria, cadena A de
exotoxina (procedente de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de
modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI,
PAPII y PAP-S), inhibidor de momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina,
mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos. Véase, por ejemplo, el documento PCT WO
93/21232. Las realizaciones abarcan ademas un conjugado entre una inmunoglobulina descrita en la presente
memoria y un compuesto con actividad nucleolitica, por ejemplo una ribonucleasa o una ADN endonucleasa tal
como desoxirribonucleasa (DNasa).

En una realizacion alternativa, una inmunoglobulina descrita en la presente memoria se puede fusionar, conjugar o
ligar operativamente a un radiois6topo para formar un radioconjugado. Se encuentran disponibles una variedad de
isétopos radiactivos para la produccion de anticuerpos radioconjugados. Los ejemplos incluyen, aunque sin
limitacién, At211, 1131, 1125, Y90, Re186, Re188, Sm153, Bi212, P32 e is6topos radiactivos de Lu. Véase por
ejemplo, la referencia.

En otra realizacion adicional, una inmunoglobulina descrita en la presente memoria puede conjugarse a un “receptor”
(tal como estreptavidina) para utilizacion en un pre-ataque tumoral, en donde el conjugado de inmunoglobulina-
receptor se administra al paciente, seguido de la eliminacion de conjugado no ligado de la circulacion usando un
agente de eliminacion y después administrando un ‘ligando” (p.ej., avidina) que esta conjugado a un agente
citotoxica (p.ej., un radionucleétido). En una realizacion alternativa, la inmunoglobulina esta conjugada o ligada
operativamente a una enzima a fin de emplear Terapia Profarmaco Mediada por Enzima Dependiente de Anticuerpo
(ADEPT). ADEPT se puede usar conjugando o ligando operativamente la inmunoglobulina a una enzima activadora
de profarmaco que convierte un profarmaco (p.ej., un agente quimioterapéutico de peptidilo, véase el documento
PCT WO 81/01145) en un farmaco anticancerigeno activo. Véase, por ejemplo, el documento PCT WO 88/07378 y
el US 4.975.278. El componente de enzima del inmunoconjugado util para ADEPT incluye cualquier enzima capaz
de actuar sobre un profarmaco de tal forma que se convierta en su forma citotdxica mas activa. Las enzimas que son
utiles en el método descrito incluyen, aunque sin limitacion, fosfatasa alcalina utiles para convertir profarmacos que
contienen fosfato en farmacos libres; arilsulfatasa Util para convertir profarmacos que contienen sulfato en farmacos
libres; citosina desaminasa util para convertir 5-fluorocitosina no toxica en el farmaco anticancerigeno, 5-
fluorouracilo; proteasa, tal como serratia proteasa, termolisina, subtilisina, carboxipeptidasas y catepsinas (tales
como las catepsinas B y L), que son utiles para convertir profarmacos que contienen péptidos en farmacos libres; D-
alanilcarboxipeptidasas, utiles para convertir profarmacos que contengan sustituyentes de aminoacido-D; enzimas
de ruptura de carbohidrato tales como beta-galatosidasa y neuramimidasa utiles para convertir profarmacos
glicosilados en farmacos libres; beta-lactamasa util para convertir farmacos derivatizados con alfa-lactamas en
farmacos libres; y penicilina amidasas, tales como penicilina V amidasa o penicilina G amidasa, utiles para convertir
farmacos derivatizados en sus nitrégenos de amina con grupos fenoxiacetilo o fenilacetilo, respectivamente, en
farmacos libres. Alternativamente, se pueden usar anticuerpos con actividad enzimatica, también conocidos en la
técnica como “abzimas”, para convertir los profarmacos descritos en la presente memoria en farmacos activos libres
(véase, por ejemplo, Massey, 1987, Nature 328: 457-458), se pueden preparar conjugados de inmunoglobulina-
abzima para administracion de la abzima a una poblaciéon de células tumorales. Se contemplan una variedad de
conjugados adicionales para las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria. A continuacion se describe una
variedad de agentes quimioterapéuticos, agentes anti-angiogénicos, inhibidores de tirosina-quinasa y otros agentes
terapéuticos, que pueden ser utiles como conjugados de inmunoglobulina.

Las parejas de conjugado pueden estar ligadas a cualquier region de una inmunoglobulina descrita en la presente
memoria, que incluye los extremos N o C, o en algun residuo entre los extremos.
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Una variedad de ligandos pueden ser utiles en las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria para unir
covalentemente parejas de conjugado a una inmunoglobulina. Con “ligando”, “secuencia ligando”, “espaciador”,
“secuencia conectora” o los equivalentes gramaticales de los mismos, en la presente memoria se pretende indicar
una molécula o grupo de moléculas (tal como un monémero o polimero) que conecta las dos moléculas y a menudo
sirve para colocar las dos moléculas en una configuracion. En la técnica se conocen ligandos; por ejemplo, ligandos
homo- o hetero-bifuncionales, como bien se sabe (véase, el catalogo de 1994 de Pierce Chemical Company, la
seccion técnica de agentes reticulantes, paginas 155-200). Se pueden usar una serie de estrategias para unir
covalentemente moléculas. Estas incluyen, aunque sin limitacion, enlaces de polipéptido entre los extremos N y C de
proteinas y dominios de proteina, enlaces de disulfuro, y enlace a través de reactivos reticulantes quimicos. En un
aspecto de esta realizacion, el ligando es un péptido de enlace, generado mediante técnicas recombinantes o
sintesis de péptidos. El péptido ligando puede incluir predominantemente los siguientes residuos de aminoacido:
Gly, Ser, Ala o Thr. El péptido ligando deberia tener una longitud que sea adecuada para unir dos moléculas de tal
forma que asuman la conformacion correcta una respecto a la otra, para que retengan la actividad deseada. Las
longitudes adecuadas para este proposito incluyen al menos uno y no mas de 50 residuos de aminoacido. En una
realizacion, el ligando tiene una longitud de aproximadamente 1 a 30 aminoacidos, p.ej., un ligando puede tener una
longitud de 1 a 20 aminoacidos. Los ligandos utiles incluyen polimeros de glicina-serina (que incluyen, por ejemplo,
(GS)n, (GSGGS)n (presentado en la SEQ ID NO: 1), (GGGGS)n (presentado en la SEQ ID NO: 2) y (GGGS)n
(presentado en la SEQ ID NO: 3), donde n es un nuimero entero de al menos uno), polimeros de glicina-alanina,
polimeros de alanina-serina, y otros ligandos flexibles, como apreciaran los especialistas en la técnica.
Alternativamente, pueden ser utiles como ligandos una variedad de polimeros no proteinicos, que incluyen, aunque
sin limitacion, polietilen glicol (PEG), polipropilen glicol, polioxialquilenos, o copolimeros de polietilen glicol y
polipropilen glicol.

Produccion de inmunoglobulinas

En la presente memoria también se describen métodos para producir y evaluar experimentalmente
inmunoglobulinas. Los métodos descritos no pretenden limitar las realizaciones a ninguna aplicacién particular ni a
ninguna teoria de operacién concreta. Mas bien, los métodos proporcionados pretenden ilustrar de forma general
que se puede producir una o mas inmunoglobulinas y evaluarlas experimentalmente para obtener inmunoglobulinas.
Los métodos generales de biologia molecular, expresion, purificacion y escrutinio de anticuerpos se describen en
Antibody Engineering, editado por Duebel & Kontermann, Springer-Verlag, Heidelberg, 2001; y Hayhurst y Georgiou,
2001, Curr Opin Chem Biol 5: 683-689; Maynard y Georgiou, 2000, Annu Rev Biomed Eng 2: 339-76; Antibodies: A
Laboratory Manual de Harlow y Lane, Nueva York: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1988.

En una realizacion descrita en la presente memoria, se crean acidos nucleicos que codifican las inmunoglobulinas, y
que a continuacion pueden ser clonados en células hospedantes, expresados y evaluados, si se desea. Por tanto, se
pueden preparar acidos nucleicos, y en particular ADN, que codifican cada secuencia proteinica. Estas practicas se
llevan a cabo usando procedimientos bien conocidos. Por ejemplo, una variedad de métodos que pueden ser Utiles
para generar las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria se describen en Molecular Cloning - A
Laboratory Manual, 3% Ed. (Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, 2001), y en Current
Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons). Como apreciaran los especialistas en la técnica, la generacion
de secuencias exactas para una biblioteca que comprende un ndmero grande de secuencias es potencialmente
costosa y necesita mucho tiempo. Con “biblioteca” en la presente memoria se pretende indicar un conjunto de
variantes en cualquier forma, que incluyen, aunque sin limitacion, una lista de secuencias de acido nucleico o de
aminoacidos, una lista de sustituciones de acido nucleico o de aminoacidos en posiciones variables, comprendiendo
una biblioteca fisica acidos nucleicos que codifican las secuencias de la biblioteca, o una biblioteca fisica que
comprende las proteinas variantes, tanto en forma purificada como no purificada. Por consiguiente, existe una
variedad de técnicas que pueden usarse para generar de forma eficiente las bibliotecas descritas en la presente
memoria. Dichos métodos que pueden ser Utiles para generar las inmunoglobulinas descritas en la presente
memoria se describen o se referencia en los documentos US 6.403.312; USSN 09/782.004; USSN 09/927.790;
USSN 10/218.102; PCT WO 01/40091; y PCT WO 02/25588. Dichos métodos incluyen, aunque sin limitacion,
métodos de ensamblaje de genes, métodos basados en PCR y métodos que usan variaciones de PCR, métodos
basados en reaccién en cadena de ligasa, métodos oligo agrupados tales como los usados en el barajado sintético,
métodos de amplificacion con tendencia a error y métodos que usan oligos con mutaciones aleatorias, métodos de
mutagénesis sito-dirigida clasicos, mutagénesis de casete, y otros métodos de amplificacion y de sintesis de genes.
Tal como se conoce en la técnica, existe una variedad de kits y métodos disponibles comercialmente para el
ensamblaje de genes, mutagénesis, subclonacion de vectores, y similares, y dichos productos comerciales son Utiles
para generar acidos nucleicos que codifican inmunoglobulinas.

Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden ser producidas cultivando una célula hospedante
transformada con acido nucleico, p.ej., un vector de expresion, que contiene acido nucleico que codifica las
inmunoglobulinas, en las condiciones apropiadas para inducir o provocar la expresion de la proteina. Las
condiciones apropiadas para la expresion variaran con la eleccion del vector de expresion y de la célula hospedante,
y seran faciimente determinadas por el especialista en la técnica mediante experimentacion rutinaria. Se puede usar
una amplia variedad de células hospedantes apropiadas, que incluyen, aunque sin limitacién, células de mamifero,
bacterias, células de insecto, y levadura. Por ejemplo, una variedad de lineas celulares que pueden ser Utiles para
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generar las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria se describen en el catalogo de lineas celulares
ATCC®, disponible en la American Type Culture Collection.

En una realizacion, las inmunoglobulinas son expresadas en sistemas de expresion de mamifero, que incluyen
sistemas en los que se introducen las construcciones de expresion en las células de mamifero usando virus tales
como retrovirus o adenovirus. Se puede usar cualquier célula de mamifero, p.ej., células humana, de raton, rata,
hamster y primate. Las células adecuadas también incluyen células de investigacién conocidas, que incluyen,
aunque sin limitacion, células Jurkat T, células NIH3T3, CHO, BHK, COS, HEK293, PER C.6, HelLa, Sp2/0, NSO, y
variantes de las mismas. En una realizacién alternativa, se expresan proteinas de biblioteca en células bacterianas.
Los sistemas de expresion bacterianos son bien conocidos en la técnica, e incluyen Escherichia coli (E. coli),
Bacillus subtilis, Streptococcus cremoris y Streptococcus lividans. En realizaciones alternativas, las
inmunoglobulinas son producidas en células de insecto (p.ej., Sf21/Sf9, Trichoplusia ni Bti-Tn5b1-4) o células de
levadura (p.€j., S. cerevisiae, Pichia, etc.). En una realizacion alternativa, las inmunoglobulinas son expresadas in
vitro usando sistemas de traduccion libres de células. Los sistemas de traduccion in vitro derivados de células tanto
procariéticas (p.ej., E. coli) como eucaridticas (p.ej., germen de trigo, reticulocitos de conejo) se encuentran
disponibles y pueden elegirse en base a los niveles de expresion y las propiedades funcionales de la proteina de
interés. Por ejemplo, como apreciaran los especialistas en la técnica, se requiere traduccion in vitro para algunas
tecnologias de presentacion, por ejemplo, presentacion de ribosomas. Adicionalmente, las inmunoglobulinas pueden
ser producidas mediante métodos de sintesis quimica. También con sistemas de expresidon transgénicos tanto
animales (p.ej., leche de vaca, oveja o cabra, huevos de gallina embrionados, lavas de insecto enteras, etc.) como
vegetales (p.ej., maiz, tabaco, lenteja de agua, etc.).

Los acidos nucleicos que codifican las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden incorporarse en
un vector de expresion a fin de expresar la proteina. Se puede utilizar una variedad de vectores de expresion para la
expresion de proteina. Los vectores de expresion pueden comprender vectores auto-replicantes extra-cromosémicos
o vectores que se integran en un genoma hospedante. Los vectores de expresion se construyen para ser
compatibles con el tipo de célula hospedante. De esta manera, los vectores de expresion que son Utiles para
generar las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria incluyen, aunque sin limitaciéon, aquellos que
permiten la expresion de proteina en células de mamifero, bacterias, células de insecto, levadura, y en sistemas in
vitro. Como es conocido en la técnica, se dispone de una variedad de vectores de expresién, comercialmente o de
otra forma, que pueden ser Utiles para expresar las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria.

Los vectores de expresion tipicamente comprenden una proteina ligada operativamente a secuencias de control o
reguladoras, marcadores seleccionables, cualquier pareja de fusion y/o elementos adicionales. Con “ligado
operativamente” en la presente memoria se pretende indicar que el acido nucleico se coloca en una relacién
funcional con otra secuencia de acido nucleico. Generalmente, estos vectores de expresion incluyen un acido
nucleico regulador transcripcional y traduccional ligado operativamente al acido nucleico que codifica la
inmunoglobulina, y tipicamente son apropiados para la célula hospedante usada para expresar la proteina. En
general, las secuencias reguladoras transcripcionales y traduccionales pueden incluir secuencias promotoras, sitios
de unién ribosémicos, secuencias de inicio y parada transcripcional, secuencias de inicio y parada traduccional, y
secuencias potenciadoras o activadoras. Como es también conocido en la técnica, los vectores de expresion
tipicamente contienen un gen de seleccion o marcador para permitir la seleccion de células hospedantes
transformadas que contienen el vector de expresion. Los genes de seleccién son bien conocidos en la técnica y
variaran con la célula hospedante utilizada.

Las inmunoglobulinas pueden ligarse operativamente a una pareja de fusion para permitir el ataque dirigido, la
purificacion, el escrutinio, la presentacion, y similares, de la proteina expresada. Las parejas de fusion pueden unirse
a la secuencia de inmunoglobulina a través de secuencias de enlace. La secuencia de enlace generalmente
comprendera un pequefio nimero de aminoacidos, tipicamente menos de diez, aunque también se pueden usar
ligandos mas largos. Tipicamente, las secuencias de enlace se seleccionan para ser flexibles y resistentes a la
degradacion. Como apreciaran los especialistas en la técnica, como ligandos se puede usar cualquiera de una
amplia variedad de secuencias. Por ejemplo, una secuencia de enlace habitual comprende la secuencia de
aminoacido GGGGS. Una pareja de fusién puede ser una secuencia de ataque dirigido o una secuencia sefal que
dirija la inmunoglobulina y cualesquier parejas de fusion asociadas hacia una localizacion celular deseada o al medio
extracelular. Como es sabido en la técnica, determinadas secuencias de sefializacion puede atacar una proteina que
va a ser secretada en el medio de crecimiento, o en el espacio periplasmico, localizado entre la membrana interior y
la exterior de la célula. Una pareja de fusion también puede ser una secuencia que codifica un péptido o una
proteina que permite la purificacion y/o el escrutinio. Dichas parejas de fusién incluyen, aunque sin limitacion,
etiquetas de polihistidina (Histags) (por ejemplo, H6 y H10 y otras ethuetas para en sistemas de Cromatografia de
Afinidad de Metal Inmovilizado (IMAC) (p.€j., columnas de afinidad de Ni*?)), fusiones GST, fusiones MBP, Strep-tag,
la secuencia diana de biotinilacion BSP de la enzima bacteriana BirA, y etiquetas de epitopo que estan dirigidas por
anticuerpos (por ejemplo, etiquetas c-myc, flag-tags, y similares). Como apreciaran los especialistas en la técnica,
dichas etiquetas pueden ser Uutiles para purificacion, para escrutinio, o para ambos. Por ejemplo, una
inmunoglobulina puede ser purificada usando una His-tag inmovilizandola en una columna de afinidad Ni*?, y
despues tras purificacion, se puede usar la misma His-tag para inmovilizar el anticuerpo a una placa recubierta con
Ni*? para llevar a cabo un ensayo ELISA u otro ensayo de union (tal como se describe mas adelante) Una pareja de
fusion puede permitir el uso de un método de seleccion para escrutar inmunoglobulinas (ver mas adelante). Las
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parejas de fusién que permiten una variedad de métodos de selecciéon son bien conocidas en la técnica. Por
ejemplo, fusionando los miembros de una biblioteca de inmunoglobulina a la proteina de gen lll, se puede emplear
presentacion de fagos (Kay et al., Phage display of peptides and proteins: a laboratory manual, Academic Press, San
Diego, CA, 1996; Lowman et al., 1991, Biochemistry 30: 10832-10838; Smith, 1985, Science 228: 1315-1317). Las
parejas de fusion pueden permitir el marcaje de las inmunoglobulinas. Alternativamente, una pareja de fusion se
puede unir a una secuencia especifica sobre el vector de expresion, permitiendo que la pareja de fusion y la
inmunoglobulina asociada se unan covalentemente o no covalentemente con el acido nucleico que las codifica. Los
métodos para introducir acido nucleico exdgeno en células hospedantes son bien conocidos en la técnica, y variaran
con la célula hospedante usada. Las técnicas incluyen, aunque sin limitacion, la transfeccion mediada por calcio, la
precipitacion de fosfato calcico, el tratamiento con cloruro calcico, la transfeccion mediada por polibreno, la fusion de
protoplastos, la electroporacion, la infeccion virica o de fagos, la encapsulacion de polinucleétido(s) en liposomas, y
la microinyeccion directa del ADN en los nucleos. En el caso de células de mamifero, la transfeccion puede ser
temporal o estable.

En una realizacion, las inmunoglobulinas son purificadas o aisladas tras la expresion. Las proteinas se pueden aislar
o purificar mediante una variedad de formas conocidas por los especialistas en la técnica. Los métodos de
purificacion estandar incluyen técnicas cromatograficas, que incluyen intercambio idnico, interaccion hidrofébica,
afinidad, ordenamiento o filtracion en gel, y fase inversa, llevada a cabo a presion atmosférica o a alta presion
usando sistemas tales como FPLC y HPLC. Los métodos de purificacion también incluyen técnicas electroforéticas,
inmunoldgicas, de precipitacion, didlisis y de cromatoenfoque. Las técnicas de ultrafiltracion y de diafiltracion, en
conjuncion con la concentracion de proteina, también son utiles. Como es bien sabido en la técnica, una variedad de
proteinas naturales se unen a Fc y anticuerpos, y estas proteinas pueden ser Utiles para la purificacion de las
inmunoglobulinas descritas en la presente memoria. Por ejemplo, las proteinas bacterianas A y G se unen a la
region de Fc. De igual modo, la proteina bacteriana L se une a la regiéon Fab de algunos anticuerpos, como por
supuesto hace el antigeno diana del anticuerpo. La purificacion a menudo puede ser facilitada por una pareja de
fusion particular. Por ejemplo, las inmunoglobulinas se pueden purificar usando resina de glutationa si se emplea
una fusion GST, cromatografia de afinidad Ni*? si se emplea una His-tag, o anticuerpo anti-flag inmovilizado si se
usa una flag-tag. Para una guia general sobre las técnicas de purificacion adecuadas, véase, p.ej., Protein
Purification: Principles and Practice, 32 Ed., Scopes, Springer-Verlag, NY, 1994. El grado de purificacion necesario
variara dependiendo del escrutinio o del uso de las inmunoglobulinas. En algunos casos no es necesaria
purificacion. Por ejemplo en una realizacion, si las inmunoglobulinas son secretadas, el escrutinio puede tener lugar
directamente a partir del medio. Como es bien conocido en la técnica, algunos métodos de seleccién no implican
purificacién de proteinas. Por tanto, por ejemplo, si una biblioteca de inmunoglobulinas se convierte en una
biblioteca de presentacion de fago, puede no realizarse la purificacion de proteinas.

Experimentacion in vitro

Las inmunoglobulinas pueden ser sometidas a escrutinio usando una variedad de métodos, que incluyen aunque sin
limitacién aquellos que emplean ensayos in vitro, ensayos in vivo y ensayos basados en célula, y tecnologias de
seleccion. Se puede utilizar automatizacion y tecnologias de escrutinio de alto rendimiento en los procedimientos de
escrutinio. El escrutinio puede emplear el uso de una pareja de fusiéon o marca. El uso de parejas de fusion se ha
discutido anteriormente. Con “marcado” en la presente invencion se pretende indicar que las inmunoglobulinas
descritas en la presente memoria presentan uno o mas elementos, isétopos o compuestos quimicos unidos para
permitir la deteccion en un escrutinio. En general, las marcas entran dentro de tres clases: a) marcas inmunes, que
pueden ser un epitopo incorporado como una pareja de fusién que es reconocida por un anticuerpo, b) marcas
isotopicas, que pueden ser is6topos radiactivos o pesados, y ¢) marcas de molécula pequeia, que pueden incluir
colorantes fluorescentes y colorimétricos, o moléculas tales como biotina que permiten otros métodos de marcaje.
Las marcas pueden incorporarse en el compuesto en cualquier posiciéon y pueden incorporarse in vitro o in vivo
durante la expresion de proteinas.

En una realizacion, las propiedades funcionales y/o biofisicas de las inmunoglobulinas son escrutadas en un ensayo
in vitro. Los ensayos in vitro pueden permitir un amplio rango dinamico para escrutar propiedades de interés. Las
propiedades de inmunoglobulinas que pueden ser escrutadas incluyen, aunque sin limitacion, estabilidad, solubilidad
y afinidad por ligandos de Fc, por ejemplo FcyRs. Las multiples propiedades se pueden escrutar simultanea o
individualmente. Las proteinas pueden estar purificadas o sin purificar, dependiendo de los requerimientos del
ensayo. En una realizacion, el escrutinio es un ensayo de unién cualitativo o cuantitativo para la unién de
inmunoglobulinas a una proteina o una molécula no proteinica que se sabe, o se piensa, que se une a la
inmunoglobulina. En una realizacion, el escrutinio es un ensayo de unién para medir la unién al antigeno diana. En
una realizacion alternativa, el escrutinio es un ensayo de union de inmunoglobulinas a un ligando de Fc, que incluye,
aunque sin limitacion la familia de FcyRs, el receptor neonatal FcRn, la proteina de complemento C1q, y las
proteinas bacterianas A y G. Dichos ligandos de Fc pueden proceder de cualquier organismo. En una realizacion, los
ligandos de Fc son de humanos, ratones, ratas, conejos y/o monos. Los ensayos de unidn se pueden llevar a cabo
usando una variedad de métodos conocidos en la técnica, que incluyen aunque sin limitacion ensayos basados en
FRET (Transferencia de Energia por Resonancia de Fluorescencia) y BRET (Transferencia de Energia por
Resonancia de Bioluminiscencia), AlphaScreen™ (Ensayo Homogéneo de Proximidad Luminiscente Amplificado),
Ensayo de Proximidad de Centelleo, ELISA (Ensayo Inmunosorbente Ligado a Enzima), SPR (Resonancia de
Plasmén Superficial, también conocida como BIACORE®), calorimetria de valoracion isoterma, calorimetria de
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barrido diferencial, electroforesis de gel y cromatografia que incluye filtracion en gel. Estos y otros métodos pueden
aprovechar alguna pareja de fusion o marca de la inmunoglobulina. Los ensayos pueden emplear una variedad de
métodos de deteccion que incluyen, aunque sin limitacién, marcas cromogénicas, fluorescentes, luminiscentes o
isotdpicas.

Las propiedades biofisicas de las inmunoglobulinas, por ejemplo la estabilidad y la solubilidad, pueden ser
escrutadas usando una variedad de métodos conocidos en la técnica. La estabilidad de la proteina se puede
determinar midiendo el equilibrio termodinamico entre los estados plegado y desplegado. Por ejemplo, las
inmunoglobulinas descritas en la presente memoria se pueden desplegar usando desnaturalizantes quimicos, calor
o pH, y dicha transicién se puede monitorizar usando métodos que incluyen, aunque sin limitacion, espectroscopia
de dicroismo circular, espectroscopia de fluorescencia, espectroscopia de absorbancia, espectroscopia de RMN,
calorimetria y protedlisis. Como apreciaran los especialistas en la técnica, los parametros cinéticos de las
transiciones de plegamiento y desplegamiento también se pueden monitorizar usando éstas y otras técnicas. La
solubilidad y la integridad estructural global de una inmunoglobulina pueden determinarse cuantitativa o
cualitativamente usando un amplio rango de métodos que son conocidos en la técnica. Los métodos que pueden
encontrar uso para caracterizar las propiedades biofisicas de las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria
incluyen la electroforesis de gel, el enfoque isoeléctrico, la electroforesis capilar, cromatografia tal como
cromatografia de exclusidon de tamafo, cromatografia de intercambio i6nico y cromatografia de liquidos de alta
resolucion de fase inversa, mapeado de péptidos, mapeado de oligosacaridos, espectroscopia de fluorescencia,
espectroscopia de dicroismo circular, calorimetria de valoracion isoterma, calorimetria de barrido diferencial, ultra-
centrifugacion analitica, dispersion de luz dinamica, protedlisis, y reticulamiento, medida de turbidez, ensayos de
retardo de filtro, ensayos inmunolégicos, ensayos de union de colorante fluorescente, ensayos de tincion de
proteina, microscopia y deteccién de agregados mediante ELISA u otro ensayo de unién. También puede ser Util el
analisis estructural empleando técnicas cristalograficas de rayos X y espectroscopia de RMN. En una realizacion, la
estabilidad y/o la solubilidad se pueden medir determinando la cantidad de disolucion de proteina tras un periodo de
tiempo definido. En este ensayo, la proteina puede ser expuesta o no a alguna condicién extrema, por ejemplo
temperatura elevada, pH bajo, o la presencia de un desnaturalizante. Puesto que la funcién tipicamente requiere una
proteina estable, soluble y/o bien estructurada/plegada, los ensayos funcionales y de unidn mencionados
anteriormente también proporcionan métodos para llevar a cabo dicha medicion. Por ejemplo, una disolucion que
comprende una inmunoglobulina podria ser evaluada para determinar su capacidad para unirse a un antigeno diana,
a continuacioén ser expuesta a una temperatura elevada durante uno o mas periodos de tiempo definidos, después
ser evaluada nuevamente en un ensayo de unién a antigeno. Puesto que no es de esperar que la proteina
desplegada y agregada sea capaz de unirse a antigeno, la cantidad de actividad remanente proporciona una medida
de la estabilidad y solubilidad de la inmunoglobulina.

En una realizacion, la biblioteca es escrutada usando uno o mas ensayos basados en célula o in vitro. Para dichos
ensayos, las inmunoglobulinas, purificadas o sin purificar, tipicamente son afadidas exdgenamente de tal modo que
las células son expuestas a variantes individuales o a grupos de variantes que pertenecen a una biblioteca. Estos
ensayos se basan tipicamente, aunque no siempre, en la biologia de la capacidad de la inmunoglobulina para unirse
al antigeno diana y para mediar en algun evento bioquimico, por ejemplo en funciones efectoras como la lisis celular,
la fagocitosis, la inhibicién de la unién ligando/receptor, la inhibicién de crecimiento y/o proliferacion, la apoptosis y
similares. Dichos ensayos a menudo implican la monitorizacion de la respuesta de las células a la inmunoglobulina,
por ejemplo la supervivencia celular, la muerte celular, la fagocitosis celular, la lisis celular, el cambio en la
morfologia celular, o la activacion transcripcional tal como la expresion celular de un gen natural o de un gen
indicador. Por ejemplo, dichos ensayos pueden medir la capacidad de las inmunoglobulinas para producir ADCC,
ADCP o CDC. Para algunos ensayos puede ser necesario afiadir células o componentes adicionales, es decir,
ademas de las células diana, por ejemplo complemento de suero, o células efectoras tales como monocitos
sanguineos periféricos (PBMCs), células NK, macrofagos, y similares. Dichas células adicionales pueden proceder
de cualquier organismo, p.ej., humanos, ratones, ratas, conejos y monos. Los anticuerpos reticulados o
monomeéricos pueden producir la apoptosis de determinadas lineas celulares que expresan el antigeno diana del
anticuerpo, o pueden mediar en el ataque a células diana por parte de células inmunes que hayan sido afiadidas al
ensayo. Los métodos para monitorizar la muerte celular o la viabilidad celular son conocidos en la técnica, e incluyen
el uso de colorantes, fluoréforos, reactivos inmunoquimicos, citoquimicos y radiactivos. Por ejemplo, los ensayos de
caspasa o de conjugados anexina-fluor pueden facilitar la mediciéon de la apoptosis, y la captacion o liberacion de
sustratos radiactivos (p.ej., ensayos de liberacion basados en Cromo-51) o la reduccién metabdlica de colorantes
fluorescentes tales como azul alamar, pueden permitir la monitorizacién del crecimiento celular, la proliferacion o la
activacion celular. En una realizacion, se usa el ensayo de citotoxicidad DELF-IA® basado en EuTDA (Perkin Elmer,
MA). Alternativamente, se pueden monitorizar las células muertas o dafiadas midiendo la liberacion de una o mas
proteinas intracelulares, por ejemplo lactato deshidrogenasa. La activaciéon transcripcional también puede servir
como método para evaluar la funcidn en ensayos basados en células. En este caso, la respuesta puede
monitorizarse evaluando genes o proteinas naturales que pueden ser regulados al alza o a la baja, por ejemplo se
puede medir la liberacién de determinadas interleuquinas, o alternativamente se puede obtener una lectura a través
de una construccién de luciferasa o de GFP-indicador. Los ensayos basados en célula también pueden implicar la
medicion de cambios morfoldgicos de células en respuesta a la presencia de una inmunoglobulina. Los tipos de
células para dichos ensayos pueden ser procarioticos o eucaridticos, y en la técnica se conoce una variedad de
lineas celulares que se pueden emplear. Alternativamente, los escrutinios basados en célula se llevan a cabo
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usando células que han sido transformadas o transfectadas con acidos nucleicos que codifican las
inmunoglobulinas.

Los ensayos in vitro incluyen, aunque sin limitacion, ensayos de unién, ADCC, citotoxicidad CDC1, proliferacion,
liberacion de peroxido/ozono, quimiotaxis de células efectoras, inhibicion de dichos ensayos por anticuerpos de
funcién efectora reducida; rangos de actividades tales como >100x de mejora o >100x de reduccion, mezclas de
activacion de receptor y los resultados de ensayo que se esperan de dichos perfiles de receptor.

Experimentacion in vivo

Las propiedades biologicas de las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden caracterizarse en
experimentos de célula, tejido y organismo completo. Como es sabido en la técnica, a menudo se ensayan farmacos
en animales, que incluyen, aunque sin limitacion, ratones, ratas, conejos, perros, gatos, cerdos y monos, a fin de
medir una eficacia de farmaco para el tratamiento contra una enfermedad o modelo de enfermedad, o para medir la
farmacocinética del farmaco, la toxicidad y otras propiedades. Dichos animales como definirse como modelos de
enfermedad. Con respecto a las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria, un reto particular surge cuando
se usan modelos de animal para evaluar el potencial para la eficacia en humanos de polipéptidos candidatos — esto
es debido, al menos en parte, al hecho de que las inmunoglobulinas que presentan un efecto especifico sobre la
afinidad por un receptor de Fc humano pueden no tener un efecto de afinidad similar con el receptor de animal
ortélogo. Estos problemas pueden exacerbarse adicionalmente por las ambigliedades inevitables asociadas a la
correcta asignacion de ortélogos verdaderos (Mechetina et al., Immunogenetics, 2002, 54: 463-468), y el hecho de
que algunos ortdlogos simplemente no existen en el animal (p.gj., los humanos poseen un FcyRlla pero los ratones
no). A menudo los agentes terapéuticos son ensayados en ratones, que incluyen, aunque sin limitacion, las cepas de
raton NZB, NOD, BXSB, MRL/lpr, K/BxN y transgénicos (que incluyen bloqueados y activados). Dichos ratones
pueden desarrollar diversas afecciones autoinmunes que se asemejan a las patologias humanas de enfermedad
autoinmune o inflamatoria sistémica especifica de érgano, tales como el lupus sistémico eritematoso (SLE) y la
artritis reumatoide (RA). Por ejemplo, una inmunoglobulina descrita en la presente memoria destinada a
enfermedades autoinmunes puede ser evaluada en dichos modelos de ratdn tratando los ratones para determinar la
capacidad de la inmunoglobulina para reducir o inhibir el desarrollo de la patologia de enfermedad. Debido a la
incompatibilidad entre el sistema de receptor de Fcy de ratdn y humano, una estrategia alternativa es usar un
modelo SCID de ratéon en el que ratones deficientes inmunes son injertados con PBLs o PBMCs humanas (huPBL-
SCID, huPBMC-SCID) proporcionando un sistema inmune humano semi-funcional con células efectoras y
receptores de Fc. En dicho modelo, una exposicion a antigeno (tal como toxoide de tétanos) activa las células B
para diferenciarse en células de plasma y secretar inmunoglobulinas, reconstituyendo de este modo una inmunidad
humoral especifica del antigeno. Por tanto, se puede evaluar una inmunoglobulina dirigida dual descrita en la
presente memoria que se une especificamente a un antigeno (tal como CD19 o CD79a/b) y FcyRIIb en células B
para examinar la capacidad de inhibir especificamente la diferenciacion de células B. Dicha experimentacion puede
proporcionar datos significativos para la determinacion del potencial de dicha inmunoglobulina para ser usada como
agente terapéutico. También se pueden usar otros organismos para la evaluacioén, p.ej., mamiferos. Por ejemplo,
debido a su similitud genética con los humanos, los monos pueden ser modelos terapéuticos adecuados, y por tanto
se pueden usar para evaluar la eficacia, la toxicidad y la farmacocinética, u otra propiedad, de las inmunoglobulinas
descritas en la presente memoria. En ultimo extremo, se requieren ensayos de las inmunoglobulinas descritas en la
presente memoria en humanos para la aprobacién de los farmacos, y por lo tanto dichos experimentos por supuesto
son contemplados. De este modo, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden evaluarse en
humanos para determinar su eficacia terapéutica, su toxicidad, su farmacocinética y/u otras propiedades clinicas.

Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden conferir una actuacién superior en agentes
terapéuticos que contienen Fc en modelos de animal o en humanos. Los perfiles de unién a receptor de dichas
inmunoglobulinas, tal como se describen en esta especificacion, pueden, por ejemplo, seleccionarse para aumentar
la potencia de los farmacos citotdéxicos o para atacar a funciones efectoras especificas o células efectoras para
mejorar la selectividad de la accién del farmaco. Ademas, los perfiles de union de receptor se pueden seleccionar de
tal modo que reduzcan en parte o totalmente las funciones efectoras, reduciendo con ello los efectos secundarios o
la toxicidad de dicho farmaco que contiene Fc. Por ejemplo, una inmunoglobulina con una unién reducida a FcyRllla,
FcyRIl y FcyRIla puede seleccionarse para eliminar la mayoria parte de la funcion efectora mediada por célula, o una
inmunoglobulina con una unién reducida a C1q puede seleccionarse para limitar las funciones efectoras mediadas
por complemento. En algunos contextos, se sabe que dichas funciones efectoras tienen potenciales efectos téxicos.
Por lo tanto, su eliminacion puede aumentar la seguridad del farmaco portador de Fc y dicha seguridad mejorada
puede caracterizarse en modelos de animal. En algunos contextos, se sabe que dichas funciones efectoras median
en la actividad terapéutica de forma deseable. Por tanto, potenciarlas puede aumentar la actividad o potencia del
farmaco portador de Fc y dicha actividad o potencia mejoradas se pueden caracterizar en modelos de animales.

En algunas realizaciones, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden evaluarse para determinar
su eficacia en modelos de animal clinicamente relevantes de varias enfermedades humanas. En muchos casos, los
modelos relevantes incluyen varios animales transgénicos para antigenos y receptores especificos.
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Los modelos transgénicos relevantes tales como los que expresan receptores de Fc humanos (p.ej., CD32b) podrian
usarse para evaluar y probar las inmunoglobulinas y las fusiones de Fc en términos de eficacia. La evaluacion de las
inmunoglobulinas mediante la introducciéon de genes humanos que median, directa o indirectamente, en la funcion
efectora en ratones u otros roedores puede posibilitar estudios fisiolégicos de eficacia en trastornos autoinmunes y
RA. Los receptores de Fc humanos, tales como FcyRIlb pueden poseer polimorfismos tales como el del promotor
génico (-343 de G a C) o el del dominio transmembrana de receptor 187 | o T, que posibilitarian adicionalmente la
introduccion de polimorfismos especificos y combinaciones de polimorfismos humanos en roedores. Los diversos
estudios que implican FcRs especificos de polimorfismo no se limitan a esta seccién, sino que abarcan todas las
discusiones y aplicaciones de FcRs en general segin se especifican a través de esta aplicacion. Las
inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden conferir una actividad superior en farmacos que
contienen Fc para dichos modelos transgénicos, en particular las variantes con perfiles de union optimizados para
actividad mediada por FcyRIIb pueden presentar una actividad superior en ratones transgénicos CD32b. Se pueden
observar mejoras similares de la eficacia en ratones transgénicos para los demas receptores de Fc humanos, p.ej.
FcyRlla, FcyRl, etc., para inmunoglobulinas con perfiles de union optimizados para los respectivos receptores. Los
ratones transgénicos para multiples receptores humanos mostrarian una actividad mejorada para inmunoglobulinas
con perfiles de unién optimizados para los correspondientes receptores multiples.

Debido a las dificultades y ambigliedades asociadas al uso de modelos animales para caracterizar la eficacia
potencial de anticuerpos terapéuticos candidatos en un paciente humano, algunos polipéptidos variantes descritos
en la presente memoria pueden encontrar utilidad como representantes para determinar la potencial eficacia en
humanos. Dichas moléculas representantes puede imitar — en el sistema animal — el FcR y/o la biologia de
complemento de una correspondiente inmunoglobulina humana candidata. Esta imitacion muy probablemente se
manifiesta a través de afinidades de asociacion relativas entre inmunoglobulinas especificas y receptores de animal
contra humano. Por ejemplo, si uno estuviera usando un modelo de ratén para determinar la eficacia potencial en
humanos de una variante de Fc que presenta una afinidad reducida por el FcyRIlb humano inhibidor, una variante
representante apropiada tendria una afinidad reducida por FcyRII de ratén. También cabe destacar que las variantes
de Fc de representante podrian ser creadas en el contexto de una variante de Fc humana, de una variante de Fc
animal, o de ambas.

En una realizacion, la evaluacion de inmunoglobulinas puede incluir el estudio de la eficacia en primates (p.€j.,
modelo de mono cynomolgus) para facilitar la evaluacion del agotamiento de células diana especificas que albergan
el antigeno diana. Otros modelos de primate incluyen, aunque sin limitacion, el uso de mono Rhesus para evaluar
polipéptidos de Fc en estudios terapéuticos de enfermedad autoinmune, trasplante y cancer.

Se llevan a cabo estudios de toxicidad para determinar efectos relativos a anticuerpos o fusién-Fc que no pueden
ser evaluados en perfiles farmacoldgicos estandar, o que se producen solo tras una administracion repetida del
agente. La mayor parte de los tests de toxicidad se llevan a cabo en dos especies — un roedor y un no roedor — para
asegurar que no se obvia ningun efecto adverso no esperado antes de introducir nuevas entidades terapéuticas en
humanos. En general, estos modelos pueden medir una variedad de toxicidades que incluyen genotoxicidad,
toxicidad cronica, inmunogenicidad, toxicidad reproductiva/de desarrollo y carcinogenicidad. En los anteriores
parametros se incluye la medicion estandar de consumo de alimentos, peso corporal, formaciéon de anticuerpos,
quimica clinica, y examen macro y microscopico de organos/tejidos estandar (p.ej., cardiotoxicidad). Otros
parametros adicionales de la medida son el trauma en el sitio de inyeccion y la medicion de anticuerpos
neutralizantes, si los hubiera. Tradicionalmente, los agentes terapéuticos de anticuerpos monoclonales, desnudos o
conjugados, son evaluados en términos de reactividad cruzada con tejidos normales, produccion de
inmunogenicidad/anticuerpos, toxicidad de conjugados o ligandos y toxicidad de “espectador” de especies
radiomarcadas. No obstante, dichos estudios pueden tener que ser individualizados para abordar preocupaciones
especificas y siguiendo el conjunto de guias de ICH S6 (estudios de seguridad para productos biotecnolégicos,
también indicado anteriormente). Como tal, los principios generales son que los productos estén suficientemente
bien caracterizados, que se hayan eliminado impurezas/contaminantes, que el material de ensayo sea comparable a
lo largo del desarrollo, que la aceptacion de GLP se mantenga.

La farmacocinética (PK) de las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria se pueden estudiar en una
variedad de sistemas de animal, siendo el mas relevante los primates no humanos, tal como monos cynomolgus y
Rhesus. Administraciones individuales o repetidas i.v./s.c. en un rango de dosis de 6000 veces (0,05-300 mg/kg)
pueden ser evaluadas para determinar la vida media (de dias a semanas) usando la concentracién en plasma y la
tasa de eliminacion. El volumen de distribucién en régimen estacionario y el nivel de absorbancia sistémica también
se pueden medir. Los ejemplos de dichos parametros de medicién generalmente incluyen la concentracion en
plasma observada maxima (Cmax), el tiempo para alcanzar la Cmax (Tmax), el area bajo la curva de concentracion
en plasma-tiempo desde tiempo 0 hasta infinito [AUC(0-inf)] y la vida media de eliminacién aparente (T1/2). Otros
parametros medidos podrian incluir el analisis compartimentado de datos concentracién-tiempo obtenidos tras
administracion i.v. y la biodisponibilidad. Se han establecido ejemplos de estudios farmacoldgicos/toxicoldgicos con
monos cynomolgus para Rituxan y Zevalin en los que los anticuerpos monoclonales para CD20 reaccionan de forma
cruzada. También se pueden realizar estudios de biodistribucion (para anticuerpos radiomarcados), dosimetria y PK
en modelos de roedores. Dichos estudios evaluarian la tolerancia a todas las dosis administradas, la toxicidad en
tejidos locales, la localizacion preferencial en modelos de animal de xenoinjerto de roedor y el agotamiento de
células diana (p.ej., células CD20 positivas).
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Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden conferir una farmacocinética superior sobre los
agentes terapéuticos que contienen Fc en sistemas de animales o en humanos. Por ejemplo, el aumento de la unién
a FcRn puede incrementar la vida media y la exposicion del farmaco que contiene Fc. Alternativamente, una
reduccion de la unién a FcRn puede disminuir la vida media y la exposicién del farmaco que contiene Fc en los
casos en los que una exposicion reducida es favorable, tal como cuando dicho farmaco presenta efectos
secundarios.

En la técnica es conocido que el conjunto de receptores de Fc se expresa diferencialmente en los diversos tipos de
células inmunes, asi como en los diferentes tejidos. La distribucion de tejido diferencial de receptores de Fc
finalmente puede tener un impacto en las propiedades farmacodinamicas (PD) y farmacocinéticas (PK) de las
inmunoglobulinas descritas en la presente memoria. Puesto que las inmunoglobulinas de la presentacion tienen
afinidades variables por el conjunto de receptores de Fc, un escrutinio adicional de los polipéptidos en funcion de
sus propiedades PD y/o PK puede ser extremadamente util para definir el equilibrio 6ptimo de PD, PK y eficacia
terapéutica conferidas por cada polipéptido candidato.

Los estudios farmacodinamicos pueden incluir, aunque sin limitacion, el ataque a células especificas o el bloqueo de
mecanismos de sefalizacion, la medicién de la inhibicion de anticuerpos especificos de antigeno, etc. Las
inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden ser dirigidas a poblaciones de células efectoras
particulares, y con ello dirigir los farmacos que contienen Fc para inducir determinadas actividades para mejorar la
potencia o para aumentar la penetracion en un compartimento fisiolégico particularmente favorable. Por ejemplo, la
actividad y localizacion de neutréfilos pueden ser el objetivo de una inmunoglobulina dirigida a FcyRIllb. Dichos
efectos farmacodinamicos pueden demostrarse en modelos de animales o en humanos.

Uso clinico

Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden encontrar utilidad en un amplio abanico de
productos. En una realizacion, una inmunoglobulina descrita en la presente memoria es un reactivo terapéutico,
diagndstico o de investigacion. Las inmunoglobulinas pueden encontrar utilidad en una composicién que es
monoclonal o policlonal. Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden usarse con fines
terapéuticos. Como apreciaran los especialistas en la técnica, las inmunoglobulinas descritas en la presente
memoria pueden usarse para cualquier fin terapéutico para que el que se pueden usar anticuerpos, y similares. Las
inmunoglobulinas pueden administrarse a un paciente para tratar trastornos que incluyen, aunque sin limitacion,
enfermedades autoinmunes e inflamatorias, enfermedades infecciosas y cancer.

Un “paciente” para los propdsitos descritos en la presente memoria incluye tanto humanos como otros animales,
p.ej., otros mamiferos. De esta manera, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria tienen aplicaciones
tanto de terapia como de veterinaria. El término “tratamiento” o “tratado” tal como se describe en la presente
memoria pretende incluir tratamiento terapéutico, asi como medidas profilacticas o supresivas para una enfermedad
o trastorno. De esta manera, por ejemplo, la administracion exitosa de una inmunoglobulina antes de la aparicion de
la enfermedad da como resultado el tratamiento de la enfermedad. Como ejemplo adicional, la administracion
exitosa de una inmunoglobulina optimizada después de la manifestacion clinica de la enfermedad para combatir los
sintomas de la enfermedad comprende el tratamiento de la enfermedad. “Tratamiento” y “tratado” también abarcan
la administracién de una inmunoglobulina optimizada después de la aparicion de la enfermedad a fin de erradicar la
enfermedad. La administracion exitosa de un agente después del inicio y después de que se hayan desarrollado los
sintomas clinicos y quizas de la remision de la enfermedad, comprende el tratamiento de la enfermedad. Aquellos
que “necesitan el tratamiento” incluyen mamiferos que ya presentan la enfermedad o trastorno, asi como aquellos
propensos a presentar la enfermedad o trastorno, incluyendo aquellos en los que se debe prevenir la enfermedad o
trastorno.

En una realizacién, una inmunoglobulina descrita en la presente memoria es administrada a un paciente que tiene
una enfermedad que implica la expresién inapropiada de una proteina u otra molécula. Dentro del alcance descrito
en la presente memoria, se pretende que incluya enfermedades y trastornos caracterizados por proteinas
aberrantes, debido por ejemplo a alteraciones en la cantidad de una proteina presente, una localizacién de proteina,
una modificaciéon post-traduccional, un estado conformacional, la presencia de una proteina mutante o patégena,
etc. De forma similar, la enfermedad o trastorno puede caracterizarse por alteraciones moleculares que incluyen,
aunque sin limitacion, polisacaridos y gangliosidos. Una sobreabundancia puede deberse a cualquier causa, que
incluye, aunque sin limitacion, la sobreexpresion a nivel molecular, la apariencia prolongada y acumulada en el sitio
de accion, o el aumento de actividad de una proteina con respecto a lo normal. Dentro de esta definicion se incluyen
enfermedades y trastornos que se caracterizan por una reduccion de una proteina. Esta reduccién puede deberse a
cualquier causa, incluyendo, aunque sin limitacion la expresion reducida a nivel molecular, formas mutantes de una
proteina, o una actividad reducida de una proteina con respecto a lo normal. Dicha sobreabundancia o reduccién de
una proteina puede medirse con respecto a la expresion, apariencia o actividad normal de una proteina, y dicha
medida puede desempefiar un papel importante en el desarrollo y/o evaluacion clinica de las inmunoglobulinas
descritas en la presente memoria.

“Cancer” y “canceroso” en la presente memoria se refieren, o describen, la afeccion fisiolégica en mamiferos que se
caracteriza tipicamente por un crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen, aunque sin
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limitacién, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma (que incluye liposarcoma), tumores neuroendocrinos,
mesotelioma, schwanoma, meningioma, adenocarcinoma, melanoma y leucemia o malignidades linfoides.

Mas ejemplos particulares de dichos canceres incluyen malignidades hematoldgicas, tales como linfoma de Hodgkin,
los linfomas no de Hodgkin (linfoma de Burkitt, linfoma linfocitico pequefio/leucemia linfocitica cronica, micosis
fungoides, linfoma de célula de manto, linfoma folicular, linfoma de célula B grande difusa, linfoma de zona marginal,
leucemia de célula peluda y leucemia linfoplasmacitica), tumores de células precursoras de linfocito, que incluyen la
leucemia/linfoma linfoblastico agudo de célula B, y leucemia/linfoma linfoblastico agudo de célula T, timoma, tumores
de las células T y NK maduras, que incluye leucemias de célula T periférica, leucemia de célula T adulto/linfomas de
célula T y leucemia linfocitica granular grande, histocitosis de célula de Langerhans, neoplasias mieloides tales
como leucemias mielogenosas agudas, que incluyen AML con maduraciéon, AML sin diferenciacion, leucemia de
promielocito aguda, leucemia mielomonocitica aguda, y leucemias monociticas agudas, sindromes mielodisplasicos,
y trastornos mieloproliferativos crénicos, que incluyen leucemia mielégena croénica; tumores del sistema nervioso
central tales como glioma, glioblastoma, neuroblastoma, astrocitoma, meduloblastoma, ependimoma vy
retinoblastoma; tumores solidos de la cabeza y el cuello (p.ej., cancer nasofaringeo, carcinoma de glandula salivar y
cancer esofagico), cancer de pulmoén (p.ej., cancer de pulmoén de célula pequefia, cancer de pulmén de célula no
pequeia, adenocarcinoma del pulmén y carcinoma escamoso del pulmon), sistema digestivo (p.€j., cancer gastrico o
de estdmago, que incluye cancer gastrointestinal, cancer del conducto biliar o del tracto biliar, cancer de colon,
cancer rectal, cancer colorrectal y carcinoma anal), cancer del sistema reproductor (p.ej., cancer testicular, de pene
o de prostata, cancer uterino, vaginal, de la vulva, de la cerviz, de ovario y endometrial), de piel (p.ej., melanoma,
carcinoma de célula basal, cancer de célula escamosa, queratosis actinica), de higado (p.ej., cancer hepatico,
carcinoma hepatico, cancer hepatocelular y hepatoma), éseo (p.ej., osteoclastoma y canceres dseos osteoliticos), de
otros tejidos y érganos (p.ej., cancer pancreatico, cancer de mama, cancer del peritoneo y sarcoma de Kaposi), y
tumores del sistema vascular (p.ej., angiosarcoma y hemagiopericitoma).

“Enfermedades autoinmunes” en la presente memoria incluye rechazo de injerto de isleta alogénica, alopecia areata,
espondilitis anquilosante, sindrome anti fosfolipido, enfermedad autoinmune de Addison, autoanticuerops
citoplasmicos antineutréfilo (ANCA), enfermedades autoinmunes de la glandula adrenal, anemia hemolitica
autoinmune, hepatitis autoinmune, miocarditis autoinmune, neutropenia autoinmune, ooforitis y orquitis autoinmune,
trombocitopenia autoinmune, urticaria autoinmune, enfermedad de Behcet, penfigoide ampolloso, cardiomiopatia,
sindrome de Castleman, dermatitis celiaca, sindrome de disfuncién inmune de fatiga crénica, polineuropatia
desmielinizante inflamatoria crénica, sindrome de Churg-Strauss, penfigoide cicatricial, sindrome CREST,
enfermedad de aglutinina fria, crioglobulinemia mixta esencial, deficiencia de factor VIII, fibromialgia-fibromiositis,
glomerulonefritis, enfermedad de Grave, Guillain-Barre, sindrome de Goodpasture, enfermedad de injerto-contra-
hospedante (GVHD), tiroiditis de Hashimoto, hemofilia A, fibrosis pulmonar idiopatica, purpura trombocitopénica
idiopatica (ITP), neuropatia de IgA, polineuropatias de IgM, trombocitopenia con mediacién inmune, artritis juvenil,
enfermedad de Kawasaki, liquen plano, lupus eritematoso, enfermedad de Meniere, enfermedad de tejido conectivo
mixta, esclerosis multiple, diabetes mellitus de tipo 1, miastenia gravis, pénfigo vulgaris, anemia perniciosa,
poliarteritis nudosa, poli-cronditis, sindromes poliglandulares, polimialgia reumatica, polimiositis y dermatomiositis,
agammaglobinulinemia, cirrosis biliar primaria, soriasis, artritis soriatica, fenomeno de Reynauld, sindrome de Reiter,
artritis reumatoide, sarcoidosis, escleroderma, sindrome de Sjorgen, rechazo de trasplante de 6rgano sélido,
sindrome de rigidez, lupus eritematoso sistémico, arteritis de takayasu, arteritis temporal / arteritis de célula gigante,
purpura trombocitopénica trombdtica, colitis ulcerativa, uveitis, vasculitis tales como vasculitis herpetiformis
dermatitis, vitiligo y granulomatosis de Wegner.

“Trastornos inflamatorios” en la presente memoria incluyen sindrome de estrés respiratorio agudo (ARDS), artritis
séptica aguda, artritis adyuvante (Prakken et al., Springer Semin Immunopathol., 2003 Ago; 25(1): 47-63), artritis
idiopatica juvenil (de Kleer et al., Arthritis Rheum. 2003 Jul; 47(7): 2001-10), encefalomielitis alérgica, rinitis alérgica,
vasculitis alérgica, alergia, asma, aterosclerosis, inflamacion créonica debida a infecciones bacterianas o viricas
cronicas, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), enfermedad arterial crénica, encefalitis, enfermedad
inflamatoria del intestino, osteolisis inflamatoria, inflamacioén asociada a reacciones de hipersensibilidad aguda y
retardada, inflamacién asociada a tumores, lesion de nervio periférico o enfermedades desmielinizantes, inflamacién
asociada a trauma de tejido tal como quemaduras e isquemia, inflamacion debida a meningitis, sindrome de lesion
multiple de organos, fibrosis pulmonar, sepsis y choque séptico, sindrome de Stevens-Johnson, artropatia no
diferenciada y espondiloartropatia no diferenciada.

Algunas enfermedades autoinmunes e inflamatorias que pueden ser atacadas por las inmunoglobulinas descritas en
la presente memoria incluyen el lupus sistémico eritematoso, la artritis reumatoide, el sindrome de Sjogren, la
esclerosis multiple, la purpura trombocitopénica idiopatica (ITP), la enfermedad de Graves, la enfermedad
inflamatoria del intestino, la soriasis, la diabetes de tipo | y el asma.

Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden utilizarse para modular la actividad del sistema
inmune, y en algunos casos para imitar los efectos de la terapia de 1VIg de un modo mas controlado, especifico y
eficiente. Asi, loas inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden usarse como agentes terapéuticos
inmunomoduladores. IVIg es efectivamente una dosis elevada de inmunoglobulinas administradas
intravenosamente. En general, IVIg se ha usado para regular a la baja afecciones autoinmunes. Se ha propuesto la
hipotesis de que el mecanismo terapéutico de accion de la IVIg implica la ligacién de receptores de Fc con una
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elevada frecuencia (J. Bayry et al., 2003, Transfusion Clinique et Biologique 10: 165-169; Binstadt et al., 2003, J
Allergy Clin. Immunol, 697-704). De hecho, modelos animales de purpura trombocitopénica (ITP) muestran que el Fc
aislado es la porcioén activa de la IVIg (Samuelsson et al, 2001, Pediatric Research 50(5), 551). Para uso en terapia,
las inmunoglobulinas son recolectadas de entre miles de donantes, con todos los problemas concomitantes
asociados a agentes bioterapéuticos no recombinantes recolectados de humanos. Una inmunoglobulina descrita en
al presente memoria realiza todas las funciones de la IVIg, pero es fabricada como una proteina recombinante en
lugar de ser recolectada de donantes.

Los efectos inmunomoduladores de la IVIg pueden ser dependientes de la interacciéon productiva con uno o mas
ligandos de Fc, que incluyen, aunque sin limitacion, FcyRs, proteinas de complemento y FcRn. En algunas
realizaciones, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden usarse para promover actividad anti-
inflamatoria (Samuelsson et al., 2001, Science 291: 484-486) y/o para reducir la autoinmunidad (Hogarth, 2002,
Current Opinion in Immunology, 14: 798-802). En una realizacion, las variantes de Fc que proporcionan una unién
mejorada al receptor inhibidor FcyRIlb proporcionan una mejora de la estrategia terapéutica con IVIg. Dichas
variantes de Fc actuarian por tanto como agonistas de FcyRIlb, y seria de esperar que potenciaran los efectos
beneficiosos de la IVIg como agente terapéutico de enfermedad autoinmune, y también como modulador de la
proliferacion de células B. Adicionalmente, dichas variantes de Fc potenciadas con FcyRIIb también pueden ser
modificadas adicionalmente para presentar la misma unién, o una unién limitada, a otros receptores. En
realizaciones adicionales, las variantes de Fc con afinidad de FcyRIlIb mejorada pueden combinarse con mutaciones
que reducen o eliminan los otros receptores, potencialmente minimizando con ello aun mas los efectos secundarios
durante el uso terapéutico.

La unién o el bloqueo de receptores de Fc sobre células del sistema inmune pueden usarse para influir en la
respuesta inmune en afecciones inmunolégicas que incluyen, aunque sin limitacion, purpura trombocitopénica
idiopatica (ITP) y artritis reumatoide (RA) entre otras. Mediante el uso de las variantes de Fc de afinidad mejorada
descritas en la presente memoria, se pueden reducir las dosis requeridas en las aplicaciones de IVIg tipicas, pero
obteniendo un efecto terapéutico sustancialmente similar. ElI potenciamiento de la unién a FcyRllb aumentaria la
actividad de expresion o de inhibicion, segun sea necesario, de dicho receptor y mejoraria la eficacia.
Adicionalmente, la afinidad modulada de las variantes de Fc para activar FcyRs, FcRn y/o también complemento,
también puede proporcionar beneficios.

Dichas aplicaciones inmunomoduladoras de las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria también pueden
utilizarse en el tratamiento de indicaciones oncoldgicas, especialmente aquellas para las cuales la terapia implica
mecanismos citotoxicos dependientes de anticuerpos. Por ejemplo, una variante de Fc que potencia la afinidad a
FcyRIIb puede usarse para antagonizar dicho receptor inhibidor, por ejemplo a través de la union al sitio de union
Fc/FcyRllb pero fallando en la activacion, o reduciendo la sefializaciéon celular, incrementado potencialmente el
efecto de la terapia anticancer basada en anticuerpos. Dichas variantes de Fc, que actdan como antagonistas de
FcyRIIb, pueden bloquear las propiedades inhibidoras de la FcyRIlb, o inducir su funcién inhibidora como en el caso
de la IVIlg. Se puede usar un antagonista de FcyRIlb como co-terapia en combinacién con cualquier otro agente
terapéutico, que incluye, aunque sin limitacion, anticuerpos, que actuan en base a la citotoxicidad relacionada con
ADCC. Las variantes de Fc antagonisticas de FcyRIIb de este tipo pueden ser Fc o fragmentos de Fc aislados,
aunque en realizaciones alternativas se pueden usar inmunoglobulinas.

“Enfermedades infecciosas” en la presente memoria incluye enfermedades producidas por patégenos tales como
virus, bacterias, hongos, protozoos y parasitos. Las enfermedades infecciosas pueden ser causadas por virus que
incluyen adenovirus, citomegalovirus, dengue, Epstein-Barr, hanta, hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, herpes simple
de tipo I, herpes simple de tipo Il, virus de inmunodeficiencia humano (VIH), virus de papiloma humano (HPV), gripe,
sarampioén, paperas, virus del papova, polio, virus sincitial respiratorio, peste bovina, rinovirus, rotavirus, rubeola,
virus del SARS, gripe aviar, meningitis virica, y similares. Las enfermedades infecciosas también pueden ser
producidas por bacterias que incluyen Bacillus antracis, Borrelia burgdorferi, Campylobacter jejuni, Chlamydia
trachomatis, Clostridium botulinum, Clostridium tetani, difteria, E. coli, legionela, Helicobacter pylori, Mycobacterium
rickettsia, Mycoplasma nesisseria, Pertussis, Pseudomonas aeruginosa, S. pneumonia, estreptococos, estafilococos,
Vibria cholerae, Yersinia pestis, y similares. Las enfermedades infecciosas también pueden ser producidas por
hongos tales como Aspergillus fumigatus, Blastomyces dermatitidis, Candida albicans, Coccidioides immitis,
Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Penicillium marneffei, y similares. Las enfermedades
infecciosas también pueden estar producidas por protozoos y parasitos tales como chlamydia, kokzidioa, leishmania,
malaria, rickettsia, tripanosoma, y similares.

Ademas, los anticuerpos descritos en la presente memoria se pueden usar para prevenir o tratar afecciones
adicionales que incluyen, aunque sin limitacion, afecciones cardiacas tales como fallo cardiaco congestivo (CHF),
miocarditis y otras afecciones del miocardio; afecciones cutaneas tales como rosacea, acné y eczema; afecciones
O6seas y dentales tales como pérdida 6sea, osteoporosis, enfermedad de Paget, histiocitosis de célula de
Langerhans, enfermedad periodontal, osteopenia de abandono, osteomalacia, displasia fibrosa monostotica,
displasia fibrosa poliostotica, metastasis o6sea, gestion del dolor 6seo, hipercalcemia maligna humoral,
reconstruccion periodontal, lesion de médula espinal, y fracturas Oseas; afecciones metabdlicas tales como la
enfermedad de Gaucher; afecciones endocrinas tales como el sindrome de Cushing; y afecciones neurolégicas.
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Un grupo de los receptores que pueden interactuar con las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria son
polimoérficos en la poblacién humana. Para un paciente o poblacion de pacientes dados, la eficacia de las
inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden verse afectadas por la presencia o la ausencia de
polimorfismos especificos en proteinas. Por ejemplo, el FcyRllla es polimérfico en la posicion 158, que
habitualmente es V (alta afinidad) o F (baja afinidad). Se ha observado que los pacientes con el genotipo homocigoto
V/V presentan una mejor respuesta clinica al tratamiento con el anticuerpo anti-CD20 Rituxan® (rituximab),
probablemente debido a que estos pacientes montan una respuesta NK de mayor fortaleza (Dall’'Ozzo et al. (2004)
Cancer Res. 64: 4664-9). Otros polimorfismos adicionales incluyen, aunque sin limitacion, FcyRlla R131 o H131, y
se sabe que dichos polimorfismos incrementan o reducen la unién a Fc y la consiguiente actividad bioldgica,
dependiendo del polimorfismo, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria se pueden unir
preferencialmente a una forma polimoérfica particular de un receptor, por ejemplo, FcyRlIlla 158 V, o unirse con
afinidad equivalente a todos los polimorfismos en una posicion particular del receptor, por ejemplo, ambos
polimorfismos 158V y 158F de FcyRllla. En una realizacion, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria
pueden presentar una unién equivalente a polimorfismos y se pueden usar en un anticuerpo para eliminar la eficacia
diferencial observada en pacientes con diferentes polimorfismos. Esta propiedad puede dar lugar a una mayor
consistencia en la respuesta terapéutica y reducir las poblaciones de pacientes que no responden. Dicha variante de
Fc con unién idéntica a los polimorfismos de receptor puede presentar una actividad biolégica incrementada, tal
como ADCC, CDC o una vida media en circulacién incrementada, o alternativamente una actividad reducida, via
modulacién de la unién a los receptores de Fc relevantes. En una realizacion, las inmunoglobulinas descritas en la
presente memoria pueden unirse con mayor o menor afinidad a uno de los polimorfismos de un receptor,
acentuando la diferencia existente en la unién o revirtiendo dicha diferencia. Esta propiedad puede permitir la
creacion de agentes terapéuticos disefiados particularmente para aumentar la eficacia en una poblacion de
pacientes que posee dicho polimorfismo. Por ejemplo, una poblacion de pacientes que posee un polimorfismo con
una mayor afinidad por un receptor inhibidor tal como FcyRIIb podria recibir un farmaco que contiene una variante
de Fc con una unién reducida a dicha forma polimérfica del receptor, creando un farmaco mas eficaz.

En una realizacién, los pacientes son sometidos a escrutinio en funcién de uno o mas polimorfismos a fin de predecir
la eficacia de las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria. Esta informacion se puede usar, por ejemplo,
para seleccionar pacientes para incluir o excluir de ensayos clinicos o, tras aprobacion, para proporcionar una guia a
los médicos y a los pacientes en relacion a las dosis apropiadas y las opciones de tratamiento. Por ejemplo, en
pacientes que son homocigotos o heterocigotos para FcyRllla 158F los farmacos de anticuerpo tales como el mAb
anti-CD20, Rituximab son minimamente efectivos (Carton 2002 Blood 99: 754-758; Weng 2003 J. Clin. Oncol. 21:
3940-3947); dichos pacientes pueden mostrar una respuesta clinica mucho mejor a los anticuerpos descritos en la
presente memoria. En una realizacion, los pacientes son seleccionados para su inclusion en ensayos clinicos de una
inmunoglobulina descrita en la presente memoria si su genotipo indica que es probable que respondan
significativamente mejor a una inmunoglobulina descrita en la presente memoria que a una o mas inmunoglobulinas
terapéuticas usadas actualmente. En otra realizacion, se determinan las dosis y regimenes de tratamiento
apropiados usando dicha informacion de genotipo. En otra realizacion, los pacientes son seleccionados para la
inclusién en un ensayo clinico o para recibir una terapia post-aprobaciéon en base a su genotipo de polimorfismo,
donde dicha terapia contiene una inmunoglobulina disefiada para ser eficaz especificamente en dicha poblacién, o
alternativamente donde dicha terapia contiene una variante de Fc que no muestra una actividad diferencial con las
diferentes formas del polimorfismo.

También se describen tests diagnosticos para identificar pacientes que tienen probabilidad de mostrar una respuesta
clinica favorable a una inmunoglobulina asociada en la presente memoria, o que tienen probabilidad de exhibir una
respuesta significativamente mejor cuando son tratados con una inmunoglobulina descrita en la presente memoria
en comparaciéon con una o mas inmunoglobulinas terapéuticas usadas actualmente. Se puede usar cualquiera de
una serie de métodos para determinar los polimorfismos de FcyR en humanos conocidos en la técnica.

Adicionalmente, también se describen tests prognédsticos llevados a cabos con muestras clinicas tales como
muestras sanguineas o de tejido. Dichos tests puede evaluar la actividad de la funcién efectora, que incluye, aunque
sin limitacion, ADCC, CDC, fagocitosis y opsonizacion, o para matar, independientemente del mecanismo, células
cancerosas o patogénicas. En una realizacién, se usan ensayos de ADCC, tal como los descritos previamente, para
predecir, para un paciente especifico, la eficacia de una inmunoglobulina dada descrita en la presente memoria.
Dicha informacion puede usarse para identificar pacientes para su inclusién o su exclusidon en ensayos clinicos, o
para informar de decisiones relativas a las dosis y regimenes de tratamiento apropiados. Dicha informacién también
se puede usar para seleccionar un farmaco que contiene una inmunoglobulina particular que muestra una actividad
superior en dicho ensayo.

Formulacion

Se contemplan composiciones farmacéuticas en las que se formula una inmunoglobulina descrita en la presente
memoria y uno o mas agentes terapéuticamente activos. Las formulaciones de las inmunoglobulinas descritas en la
presente memoria se preparan para almacenamiento mezclando dicha inmunoglobulina que presenta el grado
deseado de pureza, opcionalmente con vehiculos, excipientes o estabilizantes farmacéuticamente aceptables
(Remington’s Pharmaceutical Sciences 162 edicion, Osol, A. Ed., 1980), en forma de formulaciones liofilizadas o de
disoluciones acuosas. Los vehiculos, excipientes o estabilizantes aceptables son no téxicos para los receptores en
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las dosis y concentraciones empleadas, e incluyen disoluciones tamponadas tales como fosfato, citrato, acetato y
otros acidos organicos; antioxidantes que incluyen acido ascorbico y metionina; conservantes (tales como cloruro de
octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio; cloruro de bencetonio; fenol, alcohol
de butil orbencilo; alquil parabenos tales como metil o propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol y
tricresol); polipéptidos de bajo peso molecular (inferior a aproximadamente 10 residuos); proteinas, tal como
albumina de suero, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos
tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros
carbohidratos que incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; azucares tales como
sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; edulcorantes y otros agentes aromatizantes; rellenos tales como celulosa
microcristalina, lactosa, maiz y otros almidones; agentes aglomerantes; aditivos; agentes colorantes; contra-iones
formadores de sal tales como sodio; complejos metalicos (p.ej., complejos Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos
tales como TWEEN™, PLURONICS™ o polietilen glicol (PEG). En una realizacion, la composicién farmacéutica que
comprende la inmunoglobulina descrita en la presente memoria puede adoptar una forma soluble en agua, tal como
estar presente en sales farmacéuticamente aceptables, que se pretende que incluya tanto sales de adicion acido
como basica. “Sal de adicién acida farmacéuticamente aceptable” se refiere a aquellas sales que retienen la eficacia
biolégica de las bases libres y que no son indeseadas biolégicamente o de cualquier otra forma, formadas con
acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y
similares, y con acidos organicos tales como acido acético, acido propidénico, acido glicolico, acido pirtvico, acido
oxalico, acido maleico, acido maldénico, acido succinico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, acido benzoico,
acido cinnamico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido p-toluensulfénico, acido
salicilico, y similares. “Sales de adicion basica farmacéuticamente aceptables” incluye aquellas derivadas de bases
inorganicas tales como sales de sodio, potasio, litio, amonio, calcio, magnesio, hierro, zinc, cobre, manganeso,
aluminio, y similares. Algunas realizaciones incluyen al menos una de las sales de amonio, potasio, sodio, calcico y
magnesio. Las sales derivadas de bases organicas no toxicas farmacéuticamente aceptables incluyen sales de
aminas primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas que incluyen aminas sustituidas naturales, aminas
ciclicas y resinas de intercambio i6nico basicas, tales como isopropilamina, trimetilamina, dietilamina, trietilamina,
tripropilamina y etanolamina. Las formulaciones que van a usarse para administracion in vivo pueden ser estériles.
Esto se consigue facilmente mediante filiracion a través de membranas de filtracion estérii o mediante otros
métodos.

Las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria también se pueden formular como inmunoliposomas. Un
liposoma es una vesicula pequefia que comprende varios tipos de lipidos, fosfolipidos y/o tensioactivos que son
Utiles para la administracion de un agente terapéutico a un mamifero. Los liposomas que contienen la
inmunoglobulina se preparan mediante métodos conocidos en la técnica, tal como se describe en Epstein et al.,
1985, Proc Natl Acad Sci USA, 82: 3688; Hwang et al., 1980, Proc Natl Acad Sci USA, 77: 4030; y las patentes US
4.485.045; US 4.544.545 y PCT WO 97/38731. En la patente US 5.013.556 se describen liposomas con un tiempo
de circulacién aumentado. Los componentes de los liposomas normalmente se disponen en una formacion bicapa,
similar a la disposicién de lipidos en las membranas biolégicas. Los liposomas particularmente utiles se pueden
generar mediante el método de evaporacion de fase inversa con una composicion de lipidos que comprende
fosfatidilcolina, colesterol y fosfatidiletanolamina derivatizada con PEG (PEG-PE). Los liposomas son extruidos a
través de filtros de tamario de poro definido para producir liposomas con el diametro deseado. Opcionalmente dentro
del liposoma esta contenido un agente quimioterapéutico u otro agente terapéuticamente activo (Gabizon et al.,
1989, J National Cancer Inst 81: 1484).

La inmunoglobulina y otros agentes terapéuticamente activos también se pueden presentar confinados en
microcapsulas preparadas mediante métodos que incluyen, aunque sin limitacion, técnicas de coacervacion,
polimerizacion interfacial (por ejemplo, usando hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina, o microcapsulas de
poli-(metilmetacrilato)), sistemas de administracion de farmacos coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de
albumina, microemulsiones, nano-particulas y nanocapsulas), y macroemulsiones. Dichas técnicas se describen en
“Remington’s Pharmaceutical Sciences”, 162 edicion, Osol, A. Ed., 1980. Se pueden preparar preparaciones de
liberacion sostenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion sostenida incluyen matrices
semipermeables de polimero hidrofébico sélido, matrices que se encuentran en forma de articulos conformados,
p.ej. peliculas o microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles
(por ejemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), o poli(vinilalcohol)), polilactidas (patente US 3.773.919), copolimeros de
acido L-glutamico y gamma etil-L-glutamato, acetato de etileno-vinilo no degradable, copolimeros degradables de
acido lactico-acido glicdlico tales como el Lupron Depot® (que son microesferas inyectables compuestas de
copolimero de acido lactico-acido glicolico y acetato de leuprolida), acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico, y ProLease®
(disponible comercialmente en Alkermes), que es un sistema de administracion basado en microesferas compuesto
de la molécula bioactiva deseada incorporada en una matriz de poli-DL-lactida-co-glicolida (PLG).

Administracion

La administracion de la composiciéon farmacéutica que comprende una inmunoglobulina descrita en la presente
memoria, p.€j., en la forma de una disolucién acuosa estéril, puede realizarse en una variedad de formas, que
incluyen, aunque sin limitacion, oralmente, subcutaneamente, intravenosamente, intranasalmente, intraoticalmente,
transdérmicamente, topicamente (p.ej., geles, balsamos, lociones, cremas, etc.), intraperitonealmente,
intramuscularmente, intrapulmonarmente, vaginalmente, parenteralmente, rectalmente o intraocularmente. En
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algunos casos, por ejemplo para el tratamiento de heridas, inflamacién, etc., la inmunoglobulina se puede aplicar
directamente como una disolucidon o spray. Como es sabido en la técnica, la composicién farmacéutica puede
formularse de acuerdo al modo de introduccion.

La administraciéon subcutanea se puede usar en circunstancias en las que el paciente puede auto-administrarse la
composicion farmacéutica. Muchos agentes terapéuticos proteinicos no son suficientemente potentes para permitir
la formulacién de una dosis terapéuticamente efectiva en el volumen maximo aceptable para administracion
subcutanea. Este problema se puede abordar en parte mediante el uso de formulaciones proteinicas que
comprenden arginina-HCI, histidina y polisorbato (ver el documento WO 04091658). Los anticuerpos descritos en la
presente memoria pueden ser mas adecuados para administracion subcutanea debido, por ejemplo, a su potencia
mejorada, su vida media en suero mejorada o su solubilidad mejorada.

Como es sabido en la técnica, los agentes terapéuticos proteinicos a menudo se administran mediante infusion IV o
de bolo. Los anticuerpos descritos en la presente memoria también pueden administrarse usando tales métodos. Por
ejemplo, la administracion puede ser mediante infusion intravenosa con cloruro soédico al 0,9% como vehiculo de
infusion.

La administracion pulmonar se puede lograr usando un inhalador o nebulizador y una formulacién que comprende un
agente de aerosol. Por ejemplo, se puede usar la tecnologia inhalable AERx® disponible comercialmente en
Aradigm, o el sistema de administracion pulmonar Inhance(TM) disponible comercialmente en Nektar Therapeutics.
Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden ser mas adecuados para la administracién intrapulmonar.
El FcRn esta presente en el pulmoén, y puede promocionar el transporte desde el pulmoén hasta el torrente sanguineo
(p-€j., Syntonix, patente WO 04004798, Bitonti et al. (2004) Proc. Nat. Acad. Sci. 101: 9763-8). Por consiguiente, los
anticuerpos que se unen a FcRn mas efectivamente en el pulmén o que son liberados mas eficientemente en el
torrente sanguineo pueden presentar una biodisponibilidad mejorada tras una administracion intrapulmonar. Los
anticuerpos descritos en la presente memoria también pueden ser mas adecuados para administracion
intrapulmonar debido, por ejemplo, a una mejor solubilidad o un punto isoeléctrico alterado.

Adicionalmente, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria pueden ser adecuadas para administracion
oral debido, por ejemplo, a una estabilidad mejorada a pH gastrico y una resistencia incrementada frente a la
protedlisis. Adicionalmente, el FcRn parece expresarse en los epitelios intestinales de adultos (Dickinson et al.
(1999) J. Clin. Invest. 104: 903-11), por lo que los anticuerpos descritos en la presente memoria con perfiles de
interaccion con FcRn mejorados pueden mostrar una biodisponibilidad mejorada después de una administracion
oral. El transporte mediado por FcRn de anticuerpos también se puede producir en otras membranas mucosas tales
como las de los tractos gastrointestinal, respiratorio y genital (Yoshida et al. (2004) Immunity 20: 769-83).

Adicionalmente, se puede usar cualquiera de una serie de sistemas de administraciéon conocidos en la técnica para
administrar los anticuerpos descritos en la presente memoria. Los ejemplos incluyen, aunque sin limitacion,
encapsulacion en liposomas, microparticulas, microesferas (p.ej., microesferas de PLA/PGA), y similares.
Alternativamente, se puede usar un implante de un material poroso, no poroso o gelatinoso, que incluye membranas
o fibras. Los sistemas de liberacién sostenida pueden comprender un material polimérico o matriz tal como
poliésteres, hidrogeles, poli(vinil alcohol), polilactidas, copolimeros de acido L-glutamico y etil-L-glutamato, etileno-
acetato de vinilo, copolimeros de acido lactico-acido glicolico tales como Lupron Depot®, y acido poli-D-(-)-3-
hidroxibutirico. También es posible administrar un acido nucleico que codifica una inmunoglobulina descrita en la
presente memoria, por ejemplo mediante infeccion retrovirica, inyeccion directa o recubrimiento con lipidos,
receptores de superficie celular, u otros agentes de transfeccion. En todos los casos, se pueden usar sistemas de
liberacién controlada para liberar la inmunoglobulina en la locaciéon deseada de accion, o en sus proximidades.

Dosificacion

Las cantidades y las frecuencias de las dosis de administracion se seleccionan, en una realizacion, para ser
efectivas terapéuticamente o profilacticamente. Como es sabido en la técnica, pueden ser necesarios ajustes por la
degradacion de la proteina, para la administracion sistémica frente a localizada, y por la tasa de nueva sintesis de
proteasa, asi como por la edad, peso corporal, salud general, sexo, dieta, momento de administracion, interaccion
de farmacos y la gravedad de la afeccion, y se podra determinar mediante experimentacion rutinaria por parte de los
especialistas en la técnica.

La concentracion de la inmunoglobulina terapéuticamente activa en la formulacién puede variar desde
aproximadamente 0,1 a 100 % en peso. En una realizacion, la concentracion de la inmunoglobulina esta en el rango
de 0,003 a 1,0 molar. A fin de tratar a un paciente, se puede administrar una dosis terapéuticamente efectiva de la
inmunoglobulina descrita en la presente memoria. Con “dosis terapéuticamente efectiva” en la presente memoria se
pretende indicar una dosis que produce los efectos para los cuales es administrada. La dosis exacta dependera del
propésito del tratamiento, y el especialista en la técnica podra determinarla usando técnicas conocidas. Las dosis
pueden oscilar entre 0,0001 y 100 mg/kg de peso corporal o mas, por ejemplo 0,1, 1, 10 o 50 mg/kg de peso
corporal. En una realizacion, las dosis oscilan entre 1 y 10 mg/kg.
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En algunas realizaciones, solo se usa una dosis individual de la inmunoglobulina. En otras realizaciones, se
administran dosis multiples de la inmunoglobulina. El tiempo transcurrido entre administraciones debe ser inferior a 1
hora, aproximadamente 1 hora, aproximadamente 1-2 horas, aproximadamente 2-3 horas, aproximadamente 3-4
horas, aproximadamente 6 horas, aproximadamente 12 horas, aproximadamente 24 horas, aproximadamente 48
horas, aproximadamente 2-4 dias, aproximadamente 4-6 dias, aproximadamente 1 semana, aproximadamente 2
semanas, o mas de dos semanas.

En otras realizaciones los anticuerpos descritos en la presente memoria se administran en regimenes de dosis
metronémicos, tanto por infusiéon continua como por administracion frecuente sin periodos de descanso extendidos.
Dicha administracion metronémica puede implicar la dosificacion a intervalos constantes sin periodos de descanso.
Tipicamente, dichos regimenes abarcan dosis cronicas bajas o infusion continua durante un periodo de tiempo
extendido, por ejemplo 1-2 dias, 1-2 semanas, 1-2 meses o hasta 6 meses o mas. El uso de dosis menores puede
minimizar los efectos secundarios y la necesidad de periodos de descanso.

En determinadas realizaciones la inmunoglobulina descrita en la presente memoria y uno o mas agentes
profilacticos o terapéuticos adicionales son administrados ciclicamente al paciente. La terapia ciclica implica la
administracion de un primer agente en una primera vez, de un segundo agente en una segunda vez, opcionalmente
agentes adicionales en tiempos adicionales, opcionalmente un periodo de descanso, y a continuacion se repite esta
secuencia de administracién una o mas veces. El niumero de ciclos tipicamente es de 2 — 10. La terapia ciclica
puede reducir el desarrollo de resistencia a uno o mas agentes, puede minimizar efectos secundarios o puede
mejorar la eficacia del tratamiento.

Terapias de combinacion

Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden ser administrados concomitantemente con uno o mas
regimenes o agentes terapéuticos adicionales. Los regimenes o agentes terapéuticos adicionales pueden usarse
para mejorar la eficacia o la seguridad de la inmunoglobulina. Asimismo, se pueden usar los regimenes o agentes
terapéuticos adicionales para tratar la misma enfermedad o una co-morbidez mas que para alterar la accion de la
inmunoglobulina. Por ejemplo, se puede administrar una inmunoglobulina descrita en la presente memoria al
paciente junto con quimioterapia, terapia de radiacion, o tanto quimioterapia como terapia de radiacion. La
inmunoglobulina descrita en la presente memoria puede administrarse en combinaciéon con uno o mas agentes
profilacticos o terapéuticos adicionales, que incluyen, aunque sin limitacion, agentes citotdxicos, agentes
quimioterapéuticos, citoquinas, agentes inhibidores de crecimiento, agentes antihormonales, inhibidores de quinasa,
agentes anti-angiogénicos, cardioprotectores, agentes inmunoestimuladores, agentes inmunosupresores, agentes
que promueven la proliferacion de células hematoldgicas, inhibidores de angiogénesis, inhibidores de proteina
tirosina quinasa (PTK), anticuerpos adicionales, FcyRIIb u otros receptores de Fc, u otros agentes terapéuticos.

Los términos “en combinacion con” y “co-administracion” no estan limitados a la administracion de dichos agentes
profilacticos o terapéuticos exactamente al mismo tiempo. En su lugar, se pretende que la inmunoglobulina descrita
en la presente memoria y el otro agente o agentes sea(n) administrado(s) en una secuencia y dentro de un intervalo
de tiempo tal que puedan actuar juntos para proporcionar un beneficio que aumenta con respecto al tratamiento con
la inmunoglobulina descrita en la presente memoria sola o el agente o agentes adicional(es) solo(s). En algunas
realizaciones, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria y el otro agente o agentes actuan
aditivamente, y algunas veces sinérgicamente. Dichas moléculas se presentan de forma adecuada en combinacion
con cantidades que son eficaces para el propdsito pretendido. EI médico con experiencia puede determinar
empiricamente, o considerando la farmacocinética y los modos de accion de los agentes, la dosis o las dosis
apropiadas de cada agente terapéutico, asi como los tiempos y métodos apropiados para la administracion.

En una realizacioén, los anticuerpos descritos en la presente memoria se administran con una o mas moléculas
adicionales que comprenden anticuerpos o Fc. Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden co-
administrarse con uno o mas anticuerpos adicionales que presenten eficacia en el tratamiento de la misma
enfermedad o de una co-morbidez adicional; por ejemplo se pueden administrar dos anticuerpos que reconozcan
dos antigenos que estén sobre-expresados en un tipo dado de cancer, o dos antigenos que medien en la
patogénesis de una enfermedad autoinmune o infecciosa.

Los ejemplos de anticuerpos anti-cancer que pueden co-administrarse incluyen, aunque sin limitacién, anticuerpos
de antigeno de superficie celular anti-17-1A tales como Panorex™ (edrecolomab); anticuerpos anti-4-1 BB;
anticuerpos anti-4Dc; anticuerpos anti-A33 tales como A33 y CDP-833; anticuerpos de integrina anti-[sigma]4p37
tales como LDP-02; anticuerpos de integrina anti-[sigmal4V/?1 tales como F-200, M-200 y SJ-749; anticuerpos de
integrina anti-[sigma]VB3 tales como abciximab, CNTO-95, Mab-17E6, y Vitaxin™; anticuerpos anti-complemento
factor 5 (C5) tales como 5G1.1; anticuerpos anti-CA125 tales como OvaRex® (oregovomab); anti-CD3 anticuerpos
tales como Nuvion® (visilizumab) y Rexomab; anticuerpos anti-CD4 tales como IDEC-151, MDX-CD4, OKT4A;
anticuerpos anti-CD6 tales como Oncolysin B y Oncolysin CD6; anti-CD7 anticuerpos tales como HB2; anti-CD19
anticuerpos tales como B43, MT-103 y Oncolysin B; anticuerpos anti-CD20 tales como 2H7, 2H7.v16, 2H7.v114,
2H7.V115, Bexxar® (tositumomab, anti-CD20 marcado con 1-131), Rituxan® (rituximab) y Zevalin® (lbritumomab
tiuxetano, anti-CD20 marcado con Y-90); anticuerpos anti-CD22 tales como Lymphocide™ (epratuzumab, anti-CD22
marcado con Y-90); anticuerpos anti-CD23 tales como IDEC-152; anticuerpos anti- CD25 tales como basiliximab y
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Zenapax® (daclizumab); anticuerpos anti-CD30 tales como AC10, MDX-060 y SGN-30; anticuerpos anti-CD33 tales
como Mylotarg® (gemtuzumab ozogamicina), Oncolysin M y Smart M195; anticuerpos anti-CD38; anticuerpos anti-
CD40 tales como SGN-40 y toralizumab; anticuerpos anti-CD40L tales como 5c8, Antova™ e IDEC-131; anticuerpos
anti-CD44 tales como bivatuzumab; anticuerpos anti-CD46; anticuerpos anti-CD52 tales como Campath®
(alemtuzumab); anticuerpos anti-CD55 tales como SC-1; anticuerpos anti-CD56 tales como huN901-DM1;
anticuerpos anti-CD64 tales como MDX-33; anticuerpos anti-CD66e tales como XR-303; anticuerpos anti-CD74 tales
como IMMU-110; anticuerpos anti-CD80 tales como galiximab e IDEC-114; anticuerpos anti-CD89 tales como MDX-
214; anticuerpos anti-CD123; anticuerpos anti-CD138 tales como B-B4-DM1; anticuerpos anti-CD146 tales como
AA-98; anticuerpos anti-CD148; anticuerpos anti-CEA tales como CT84.66, labetuzumab y Pentacea™; anticuerpos
anti-CTLA-4 tales como MDX-101; anticuerpos anti-CXCR4; anticuerpos anti-EGFR tales como ABX-EGF, Erbitux®
(cetuximab), IMC-C225 y Merck Mab 425; anticuerpos anti-EpCAM tales como anti-EpCAM de Crucell, ING-1 y IS-IL-
2; anticuerpos anti-efrina B2/EphB4; anticuerpos anti-Her2 tales como Herceptin®, MDX-210; anticuerpos anti-FAP
(proteina de activacion de fibroblasto) tales como sibrotuzumab; anticuerpos anti-ferritina tales como NXT-211;
anticuerpos anti-FGF-1; anticuerpos anti-FGF-3; anticuerpos anti-FGF-8; anticuerpos anti-FGFR, anticuerpos anti-
fibrina; anticuerpos anti-G250 tales como WX-G250 y Rencarex®; anticuerpos anti-GD2 de gangliosido tales como
EMD-273063 y TriGem; anticuerpos anti-GD3 de gangliosido tales como BEC2, KW-2871 y mitumomab; anticuerpos
anti-gplib/llla tales como ReoPro; anticuerpos anti-heparinasa; anticuerpos anti-Her2/ErbB2 tales como Herceptin®
(trastuzumab), MDX-210 y pertuzumab; anticuerpos anti-HLA tales como Oncolym®, Smart 1 D10; anticuerpos anti-
HM1.24; anticuerpos anti-ICAM tales como ICM3; anticuerpos anti-IgA de receptor; anticuerpos anti-IGF-1 tales
como CP-751871 y EM-164; anticuerpos anti-IGF-1 R tales como IMC-A12; anticuerpos anti-IL-6 tales como CNTO-
328 y elsilimomab; anticuerpos anti-IL-15 tales como HuMax™-IL15; anticuerpos anti-KDR; anticuerpos anti-laminina
5; anticuerpos anti-antigeno Y de Lewis tales como Hu3S193 y IGN-311; anticuerpos anti-MCAM; anticuerpos anti-
Mud tales como BravaRex y ThAb; anticuerpos anti-NCAM tales como ERIC-1 y ICRT; anticuerpos anti-antigeno
PEM tales como Theragyn y Therex; anticuerpos anti-PSA; anticuerpos anti-PSCA tales como 1G8; anticuerpos anti-
Ptk; anticuerpos anti-PTN; anticuerpos anti-RANKL tales como AMG-162; anticuerpos anti-RLIP76; anticuerpos anti-
antigeno SK-1 tales como Monopharm C; anticuerpos anti-STEAP; anticuerpos anti-TAG72 tales como CC49-SCA y
MDX-220; anticuerpos anti-TGF-/? tales como CAT-152; anticuerpos anti-TNF-[sigma] tales como CDP571, CDP870,
D2E7, Humira® (adalimumab) y Remicade® (infliximab); anticuerpos anti-TRAIL-R1 y TRAIL-R2; anticuerpos anti-
VE-caderina-2 y anticuerpos anti-VLA-4 tales como Antegren™. Adicionalmente, se puede usar cualquier anticuerpo
anti-idiotipo que incluye, aunque sin limitacion el anticuerpo de epitopo GD3 BEC2 y el anticuerpo de epitopo gp72
105AD7. Adicionalmente, se pueden usar anticuerpos bi-especificos que incluyen, aunque sin limitacion, el
anticuerpo anti-CD3/CD20 Bi20.

Los ejemplos de anticuerpos que pueden co-administrarse para tratar enfermedades autoinmunes o inflamatorias,
rechazo de trasplante, GVHD, y similares, incluyen, aunque sin limitacion, anticuerpos anti-[sigma]47 integrina tales
como LDP-02, anticuerpos anti-beta2 integrina tales como LDP-01, anticuerpos anti-complemento (C5) tales como
5G1.1, anticuerpos anti-CD2 tales como BTI-322, MEDI-507, anticuerpos anti-CD3 tales como OKT3, anti-CD3
SMART, anticuerpos anti-CD4 tales como IDEC-151, MDX-CD4, OKT4A, anticuerpos anti-CD11a, anticuerpos anti-
CD14 tales como IC14, anticuerpos anti-CD18, anticuerpos anti-CD23 tales como IDEC 152, anticuerpos anti-CD25
tales como Zenapax, anticuerpos anti-CD40L tales como 5c8, Antova, IDEC-131, anticuerpos anti-CD64 tales como
MDX-33, anticuerpos anti-CD80 tales como IDEC-114, anticuerpos anti-CD147 tales como ABX-CBL, anticuerpos
anti-E-selectina tales como CDP850, anticuerpos anti-gpllb/Illa tales como ReoPro/Abcixima, anticuerpos anti-ICAM-
3 tales como ICM3, anticuerpos anti-ICE tales como VX-740, anticuerpos anti-FcyR1 tales como MDX-33,
anticuerpos anti-IgE tales como rhuMab-E25, anticuerpos anti-IL-4 tales como SB-240683, anticuerpos anti-IL-5 tales
como SB-240563, SCH55700, anticuerpos anti-IL-8 tales como ABX-IL8, anticuerpos anti-interferon gamma y
anticuerpos anti-TNFa tales como CDP571, CDP870, D2E7, Infliximab, MAK-195F, anticuerpos anti-VLA-4 tales
como Antegren. Los ejemplos de otras moléculas que contienen Fc que pueden ser co-administradas para tratar
enfermedades autoinmunes o inflamatorias, rechazo de trasplante, GVHD, y similares, incluyen, aunque sin
limitacion, la fusion receptor p75 de TNF/Fc Enbrel® (etanercept) y la trampa de IL-1 de Regeneron.

Los ejemplos de anticuerpos que pueden co-administrarse para tratar enfermedades infecciosas incluyen, aunque
sin limitacion, anticuerpos anti-antrax tales como ABthrax, anticuerpos anti-CMV tales como CytoGam y sevirumab,
anticuerpos anti-cryptosporidium tales como CryptoGAM, Sporidin-G, anticuerpos anti-helicobacter tales como
Pyloran, anticuerpos anti-hepatitis B tales como HRG-214, anticuerpos anti-RSV tales como felvizumab, HNK-20,
palivizumab, RespiGam y anticuerpos anti-estafilococos tales como Aurexis, Aurograb, BSYX-A110 y SE-Mab.

Alternativamente, los anticuerpos descritos en la presente memoria se pueden co-administrar con una o mas
moléculas adicionales que compitan por la unién a uno o mas receptores de Fc. Por ejemplo, la co-administracion de
inhibidores del receptor inhibidor FcyRIIb puede dar como resultado un incremento de la funcién efectora. De forma
similar, la coadministracién de inhibidores de receptores activantes tales como el FcyRllla puede minimizar una
funcién efectora no deseada. Los inhibidores de receptor de Fc incluyen, aunque sin limitacion, moléculas de Fc que
han sido disefiadas para actuar como inhibidores competitivos por la union a FcyRllb, FcyRllla u otros receptores de
Fc, asi como ofras inmunoglobulinas y especificamente el tratamiento denominado [VIg (inmunoglobulina
intravenosa). En una realizacion, el inhibidor se administra y se deja actuar antes de que se administre la
inmunoglobulina. Un modo alternativo de lograr el efecto de una dosis secuencial seria proporcionar una forma de
dosis de liberacién inmediata del inhibidor de receptor de Fc y a continuacion una formulacion de liberacion
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sostenida de una inmunoglobulina descrita en la presente memoria. Las formulaciones de liberacion inmediata y de
liberacién controlada podrian administrarse por separado o podrian combinarse en una forma de dosis unitaria. La
administracion de un inhibidor de FcyRIIb también se puede usar para limitar respuestas inmunes no deseadas, por
ejemplo la respuesta de anticuerpos anti-Factor VIl tras una administracion de Factor VIII en hemofilicos.

En una realizacion, los anticuerpos descritos en la presente memoria se administran con un agente
quimioterapéutico. Con “agente quimioterapéutico” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar un
compuesto quimico util en el tratamiento de cancer. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos incluyen, aunque
sin limitacion, agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclosfosfamida (CYTOXAN™); sulfonatos de alquilo tales
como busulfan, improsulfan y piposulfan; andrégenos tales como calusterona, dromostanolona propionato,
epitiostanol, mepitiostano, testolactona; anti-adrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; anti-
androgenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida y goserelina; antibidticos tales como
aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, caliqueamicina, carabicina,
caminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina,
doxorrubicina, epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas, acido micofendlico, nogalamicina,
olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina, rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina,
tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorubicina; anti estrégenos que incluyen por ejemplo tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-
imidazoles inhibidores de aromatasa, 4-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LI 117018, onapristona y toremifeno
(Fareston); anti-metabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos de acido fdlico tales como
denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato; aziridinas tales como benzodopa, carboquona, meturedopa y
uredopa; etileniminas y metilamelaminas que incluyen altretamina, trietilenemelamina, trietilenefosforamida,
trietilenetiofosforamida y trimetilolomelamina; rellenos de acido félico tales como acido frolinico; mostazas de
nitrégeno tales como clorambucilo, clomafazina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina,
oxihidrocloruro de mecloretamina, melfalan, novembiquina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de
uracilo; nitrosoureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina, ranimustina; analogos
de platino tales como cisplatino y carboplatino; vinblastina; proteinas de platino tales como arginina desiminasa y
asparaginasa; analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de
pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didaoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina, 5-FU; taxanos, p.ej. paclitaxel (TAXOL®, Bristol-Miers Squibb Oncology, Princeton, N.J.) y
docetaxel (TAXOTERE®, Rhne-Poulenc Rorer, Antoni, Francia); inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; inhibidor de
timidilato sintasa (tal como Tomudex); agentes quimioterapéuticos adicionales que incluyen aceglatona;
aldofosfamida glicosido; acido aminolevulinico; amsacrina; bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina;
demecolcina; diaziquona; difluorometilornitina (DMFO); elformitina; acetato de eliptinio; etoglucid; nitrato de galio;
hidroxiurea; lentinano; lonidamina; mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostatina; fenamet;
pirarrubicina; acido podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; PSK(R); razoxano; sizofurano; espirogermanio; acido
tenuazonico; triaziquona; 2,2’,2"-triclorotrietiiamina; uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol;
mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabinosida ("Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa; clorambucilo; gemcitabina; 6-
tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; etoposide (VP-16); ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vincristina;
vinorelbina; navelbina; novantrona; teniposide; daunomicina; aminopterina; xelode; ibironato; CPT-11; acido
retinoico; esperamicinas; capecitabina. También se pueden usar sales, acidos o derivados farmacéuticamente
aceptables de cualquiera de los anteriores.

Un agente quimioterapéutico u otro agente citotdxico puede ser administrado como profarmaco. Con “profarmaco” tal
como se usa en la presente memoria se pretende indicar una forma precursora o derivada de una sustancia
farmacéuticamente activa que es menos toxica para células tumorales que el farmaco original de partida, y que es
capaz de ser activado o convertido enzimaticamente en la forma original mas activa. Véase, por ejemplo, Wilman,
1986, Biochemical Society Transactions, 615th Meeting Belfast, 14: 375-382; Stella et al., "Prodrugs: A Chemical
Approach to Targeted Drug Delivery," Directed Drug Delivery; y Borchardt et al., (ed.): 247-267, Humana Press,
1985. Los profarmacos que pueden ser Utiles con las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria incluyen,
aunque sin limitacién, profarmacos que contienen fosfato, profarmacos que contienen tiofosfato, profarmacos que
contienen sulfato, profarmacos que contienen péptidos, profarmacos modificados con acido D-amino, profarmacos
glicosilados, profarmacos que contienen beta-lactama, profarmacos que contienen fenoxiacetamida opcionalmente
sustituida, 5-fluorocitosina y otros profarmacos de 5-fluorouridina que pueden ser convertidos en el farmaco libre
citotoxico mas activo. Los ejemplos de farmacos citotoxicos que pueden ser derivatizados en una forma de
profarmaco para uso con los anticuerpos descritos en la presente memoria incluyen, aunque sin limitacion,
cualquiera de los agentes quimioterapéuticos mencionados anteriormente.

Una variedad de otros agentes terapéuticos pueden encontrar utilidad para administracion con los anticuerpos
descritos en la presente memoria. En una realizacién, la inmunoglobulina se administra con un agente anti-
angiogénico. Con “agente anti-angiogénico” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar un
compuesto que bloquea, o interfiere en cierta medida, en el desarrollo de vasos sanguineos. El factor anti-
angiogénico puede, por ejemplo, ser una molécula pequefia o una proteina, por ejemplo un anticuerpo, fusién de Fc
o citoquina, que se une a un factor de crecimiento o a un receptor de factor de crecimiento implicado en la
promocion de la angiogénesis. En una realizacion, un factor anti-angiogénico puede ser un anticuerpo que se une a
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular (VEGF). También se pueden usar otros agentes que inhiben la
sefializacion a través de VEGF, por ejemplo agentes terapéuticos basados en ARN que reducen los niveles de
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VEGEF o la expresion de VEGF-R, fusiones VEGF-toxina, trampa de VEGF de Regeneron, y anticuerpos que se unen
a VEGF-R. En una realizacion alternativa, el anticuerpo se administra con un agente terapéutico que induce o
potencia una respuesta inmune adaptativa, por ejemplo un anticuerpo dirigido a CTLA-4. Otros agentes anti-
angiogénesis adicionales incluyen, aunque sin limitacién, angioestatina (fragmento de plasmindgeno), anti-trombina
lll, angiozima, ABT-627, Bay 12-9566, benefina, bevacizumab, bisfosfonatos, BMS-275291, inhibidor derivado de
cartilago (CDI), CAl, fragmento de complemento CD59, CEP-7055, Col 3, combretastatina A-4, endostatina
(fragmento XVIII de colageno), inhibidores de farnesil transferasa, fragmento de fibronectina, gro-beta, halofuginona,
heparinasas, fragmento de hexasacarido de heparina, HMV833, gonadotropina coriénica humana (hCG), IM-862,
interferon alfa, interferdn beta, interferén gamma, proteina inducible de interferon 10 (IP-10), interleuquina 12, kringle
5 (fragmento de plasmindgeno), marimastat, inhibidores de metaloproteinasa (p.ej,. TIMPs), 2-metodiestradiol, MMI
270 (CGS 27023A), inhibidor de activador de plasminégeno (PAl), factor-4 de plaqueta (PF4), prinomastat,
fragmento de prolactina de 16 kDa, proteina relacionada con proliferina (PRP), PTK 787/ZK 222594, retinoides,
solimastat, escualamina, SS3304, SU5416, SU6668, SU11248, tetrahidrocortisol-S, tetratiomolibdato, talidomida,
trombospondina-1 (TSP-1), TNP-470, factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), vasculostatina, vasostatina
(fragmento de calrreticulina), ZS6126 y ZD6474.

En una realizacion, la inmunoglobulina se administra con un inhibidor de tirosina quinasa. Con “inhibidor de tirosina
quinasa” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar una molécula que inhibe en cierta medida la
actividad de tirosina quinasa de una tirosina quinasa. Los ejemplos de dichos inhibidores incluyen, aunque sin
limitacién, quinazolinas, tales como PD 153035, 4-(3-cloroanilino) quinazolina; piridopirimidinas; pirimidopirimidinas;
pirrolopirimidinas, tales como CGP 59326, CGP 60261 y CGP 62706; pirazolopirimidinas, 4-(fenilamino)-7H-
pirrolo(2,3-d) pirimidinas; curcumina (diferuloil metano, 4,5-bis (4-fluoroanilino)ftalimida); tirfosftinas que contienen
restos de nitrotiofeno; PD-0183805 (Warner-Lambert); moléculas antisentido (p.ej., aquellas que se unen a acido
nucleico que codifica ErbB); quinoxalinas (patente US 5.804.396); trifostinas (US 5.804.396); ZD6474 (Astra
Zeneca); PTK-787 (Novartis/Schering A G); inhibidores pan-ErbB tales como C1-1033 (Pfizer); Affinitac (ISIS 3521;
Isis/Lilly); Imatinib mesilato (STI571, Gleevec®; Novartis); PKI 166 (Novartis); GW2016 (Glaxo SmithKline); C1- 1033
(Pfizer); EKB-569 (Wyeth); Semaxinib (Sugen); ZD6474 (Astra-Zeneca); PTK-787 (Novartis/Schering AG); INC-1
C11 (Imclone); o como se describe en cualquiera de las siguientes publicaciones de patente: US 5.804.396; PCT
WO 99/09016 (American Cyanimid); PCT WO 98/43960 (American Cyanamid); PCT WO 97/38983 (Warner-
Lambert); PCT WO 99/06378 (Warner-Lambert); PCT WO 99/06396 (Warner-Lambert); PCT WO 96/30347 (Pfizer,
Inc); PCT WO 96/33978 (AstraZeneca); PCT W096/3397 (AstraZeneca); PCT WO 96/33980 (AstraZeneca), gefitinib
(IRESSA™, ZD1839, AstraZeneca) y OSI-774 (Tarceva™), OSI Pharmaceuticals/Genentech).

En ofra realizacion, la inmunoglobulina se administra con uno o mas agentes inmunomoduladores. Dichos agentes
pueden aumentar o reducir la produccién de una o mas citoquinas, regular al alza o a la baja la presentacion de
auto-antigenos, enmascarar antigenos de MHC, o promover la proliferacién, diferenciacion, migracién o estado de
activacion de uno o mas tipos de células inmunes. Los agentes inmunomoduladores incluyen, aunque sin limitacion:
farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (NSAIDs) tales como aspirina, ibuprofed, celecoxib, diclofenac, etodolac,
fenoprofen, indometacina, ketoralac, oxaprozina, nabumentona, sulindac, tolmentina, rofecoxib, naproxeno,
ketoprofeno y nabumetona; esteroides (p.ej. glucocorticoides, dexametasona, cortisona, hidroxicortisona,
metilprednisolona, prednisona, prednisolona, trimcinolona, azulfidineicosanoides tales como prostaglandinas,
tromboxanos y leucotrienos; asi como esteroides topicos tales como antralina, calcipotrieno, clobetasol y
tazaroteno); citoquinas tales como TGFb, IFNa, IFNb, IFNg, IL-2, IL-4, IL-10; antagonistas de citoquina, quimioquina
o receptor, que incluyen anticuerpos, receptores solubles y fusiones receptor-Fc contra BAFF, B7, CCR2, CCRS5,
CD2, CD3, CD4, CDh6, CD7, CD8, CD11, CD14, CD15, CD17, CD18, CD20, CD23, CD28, CD40, CD40L, CD44,
CD45, CD52, CD64, CD80, CD86, CD147, CD152, factores de complemento (C5, D) CTLA4, eotaxina, Fas, ICAM,
ICOS, IFN[sigma], IFN/S, IFNK, IFNAR, IgE, IL-1, IL-2, IL-2R, IL- 4, IL-5R, IL-6, IL-8, IL-9 IL-12, IL-13, IL-13R1, IL-15,
IL-18R, IL-23, integrinas, LFA-1, LFA-3, MHC, selectinas, TGF/?, TNF[sigma], TNFy?, TNF-R1, receptor de célula T,
que incluye Enbrel® (etanercept)) Humira® (adalimumab) y Remicade® (infliximab); globulina anti-linfocito
heterdloga; otras moléculas inmunomoduladoras tales como pirimidinas sustituidas en 2-amino-6-aril-5, anticuerpos
anti-idiotipicos para péptidos de union a MHC y fragmentos de MHC, azatioprina, brequinar, bromocriptina,
ciclofosfamida, ciclosporina A, D-penicilamina, desoxiespergualina, FK506, glutaraldehido, oro, hidroxicloroquina,
leflunomida, malononitriloamidas (p.ej. leflunomida), metotrexato, minociclina, mizorribina, micofenolato mofetil,
rapamicina y sulfasasazina.

En una realizacion alternativa, las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria se administran con una
citoquina. Con “citoquina” tal como se usa en la presente memoria se pretende indicar un término genérico para
proteinas liberadas por una poblaciéon de células que actian sobre otras células como mediadores intercelulares.
Los ejemplos de dichas citoquinas son las linfoquinas, las monoquinas y las hormonas de polipéptido tradicionales.
Incluidas entre las citoquinas estan las hormonas de crecimiento, tal como la hormona de crecimiento humana, la N-
metionil hormona de crecimiento humana, y la hormona de crecimiento bovina; la hormona paratiroidea; la tiroxina;
la insulina; la proinsulina; la relaxina; la pro-relaxina; hormonas de glicoproteina tales como hormona estimulante de
foliculo (FSH), la hormona estimulante de tiroides (TSH) y la hormona luteinizante (LH); el factor de crecimiento
hepatico; el factor de crecimiento de fibroblasto; la prolactina; el lactégeno de placenta; el factor de necrosis tumoral
alfa y beta; la sustancia inhibidora muleriana; el péptido asociado a gonadotropina de ratdn; la inhibina; la activina; el
factor de crecimiento endotelial vascular; la integrina; trombopoyetina (TPO); factores de crecimiento nervioso tales
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como NGF-beta; factor de crecimiento plaquetario; factores de crecimiento transformantes (TGFs) tales como TGF-
alfa y TGF-beta; factor de crecimiento de tipo insulina | y IlI; eritropoyetina (EPO); factores osteoinductivos;
interferones tales como interferén alfa, beta y gamma; factores estimulantes de colonia (CSFs) tales como CSF de
macrofago (M-CSF); CSF de granulocito-macréfago (GM-CSF) y CSF de granulocito (G-CSF); interleuquinas (ILs)
tales como IL-1, IL-1 alfa, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL- 11, IL-12, IL-15, un factor de necrosis
tumoral tal como TNF-alfa o TNF-beta; y otros factores de polipéptido que incluyen LIF y kit ligando (KL). Tal como
se usa en la presente memoria, el término citoquina incluye proteinas procedentes de fuentes naturales o de cultivos
celulares recombinantes, y los equivalentes bioldgicamente activos de las citoquinas de secuencia nativa.

En una realizacion, las citoquinas u otros agentes que estimulan células del sistema inmune son co-administradas
con la inmunoglobulina descrita en la presente memoria. Este modo de tratamiento puede potenciar la funcion
efectora deseada. Por ejemplo, se pueden co-administrar agentes que estimulan células NK, que incluyen, aunque
sin limitacion IL-2. En otra realizacion, se pueden co-administrar agentes que estimulan macréfagos, que incluyen,
aunque sin limitacion, C5a, péptidos de formilo tales como N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (Beigier-Bompadre et
al. (2003) Scand. J. Immunol. 57: 221-8). Del mismo modo, se pueden administrar agentes que estimulan neutrdfilos,
que incluyen, aunque sin limitacion, G-CSF, GM-CSF y similares. Ademas, también se pueden usar agentes que
promueven la migracion de dichas citoquinas inmunoestimuladoras. También promover una o mas funciones
efectoras otros agentes adicionales que incluyen, aunque sin limitacion, interferon gamma, IL-3 e IL-7.

En una realizacion alternativa, se co-administran citoquinas u otros agentes que inhiben la funcién celular efectora
con la inmunoglobulina descrita en la presente memoria. Dicho modo de tratamiento puede limitar una funcién
efectora no deseada.

En una realizacién adicional, la inmunoglobulina se administra con uno o mas antibioticos, que incluyen, aunque sin
limitacion: antibidticos de minoglicosido (p.ej., apramicina, arbecacina, bambermicinas, butirosina, dibecacina,
gentamicina, canamicina, neomicina, netilmicina, paromomicina, ribostamicina, sisomicina, espectrinomicina),
aminociclitoles (p.ej., esprotinomicina), antibidticos de amfenicol (p.ej., azidamfenicol, cloramfenicol, florfanicol, y
tiamfemicol), antibioticos de ansamicina (p.ej., rifamida y rifampina), carbapenemos (p.€j., imipenem, meropenem,
panipenem); cefalosporinas (p.ej., cefaclor, cefadroxil, cefamiol, cefatrizina, cefazedona, cefozopran, cefpimizol,
cefpiramida, cefpiroma, cefprozil, cefuroxina, cefixima, cefalexina, cefradina), cefamicinas (cefbuperazona,
cefoxitina, cefminox, cefmetazol y cefotetano); lincosamidas (p.ej., clindamicina, lincomicina); macrolida (p.gj.,
azitromicina, brefeldina A, claritromicina, eritromicina, roxitromicina, tobramicina), monobactamas (p.ej., aztreonama,
carumonama, y tigemonama); mupirocina; oxacefemos (p.ej., flomoxef, latamoxef, y moxalactama); penicilinas (p.g;j.,
amdinocilina, amdinocilina pivoxil, amoxicilina, bacampicilina, acido bencilpenicilinico, bencilpenicilina sdédica,
epicilina, fenbenicilina, floxacilina, penamecilina, hidroyoduro de penetamato, penicilina obenetamina, penicilina O,
penicilina V, benzoato de penicilina V, hidrabamina de penicilina V, penimepiciclina y fencihicilina de potasio);
polipéptidos (p.ej., bacitracina, colistina, polimixina B, teicoplanina, vancomicina); quinolonas (amifloxacina,
cinaoxacina, ciprofloxacina, enoxacina, enrofloxacina, feroxacina, flumequina, gatifloxacina, gemifloxacina,
grepafloxacina, lomefloxacina, moxifloxacina, acido nalidixico, norfloxacina, ofloxacina, acido oxolinico, pefloxacina,
acido pipemidico, rosoxacina, rufloxacina, esparfloxacina, temafloxacina, tosufloxacina, trovafloxacina); rifampina;
estreptograminas (p.ej., quinupristina, dalfopristina); sulfonamidas (sulfanilamida, sulfametoxazol); tetraciclenos
(clortetraciclina, hidrocloruro de demeclociclina, dimetilclortetraciclina, doxiciclina, duramicina, minociclina,
neomicina, oxitetraciclina, estreptomicina, tetraciclina, vancomicina).

También se pueden usar agentes anti-fungicos tales como anfotericina B, ciclopirox, clotrimazol, econazol,
fluconazol, flucitosina, itraconazol, cetoconazol, niconazol, nistatina, terbinafina, terconazol y tioconazol.

También se pueden usar agentes antiviricos que incluyen inhibidores de proteasa, inhibidores de transcriptasa
inversa, y otros, incluyendo interferones de tipo |, inhibidores de fusién virica e inhibidores de neuramidasa. Los
ejemplos de agentes antiviricos que se pueden usar incluyen, aunque sin limitacion, aciclovir, adefovir, amantadina,
amprenavir, clevadina, enfuvirtida, entecavir, foscarnet, gangciclovir, idoxuridina, indinavir, lopinavir, pleconaril,
ribavirina, rimantadina, ritonavir, saquinavir, trifluridina, vidarabina y zidovudina.

Los anticuerpos descritos en la presente memoria pueden combinarse con otros regimenes terapéuticos. Por
ejemplo, en una realizacion, el paciente que va a ser tratado con una inmunoglobulina descrita en la presente
memoria también puede recibir terapia de radiacion. La terapia de radiacion puede administrarse segun los
protocolos empleados habitualmente en la técnica y habituales para los especialistas en la misma. Dicha terapia
incluye, aunque sin limitacion, radiacion de cesio, iridio, yodo o cobalto. La terapia de radiacion puede ser irradiacion
del cuerpo entero o puede estar dirigida localmente a un sitio o tejido especifico del interior o del exterior del cuerpo,
tal como el pulmon, la vejiga o la préstata. Tipicamente, la terapia de radiacion se administra en pulsos a lo largo de
un periodo de tiempo de entre aproximadamente 1 y 2 semanas. Sin embargo, la terapia de radiacion puede
administrarse a lo largo de periodos de tiempo mas largos. Por ejemplo, la terapia de radiacion se puede administrar
a pacientes que tengan cancer de cabeza y cuello durante aproximadamente 6 a aproximadamente 7 semanas.
Opcionalmente, la terapia de radiacién se puede administrar como una dosis individual o como multiples dosis
secuenciales. El médico especialista puede determinar empiricamente la dosis o dosis apropiadas de terapia de
radiacion utiles en el presente contexto. De acuerdo a otra realizacién, una inmunoglobulina descrita en la presente
memoria y una o mas terapias anti-cancer adicionales se emplean para tratar células cancerosas ex vivo. Se
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contempla que dicho tratamiento ex vivo pueda ser util en el trasplante de médula 6sea y particularmente en el
trasplante de médula désea autdloga. Por ejemplo, el tratamiento de células o tejido(s) que contienen células
cancerosas con inmunoglobulina y una o mas terapias anti-cancer adicionales, tal como las descritas anteriormente,
se puede emplear para agotar o agotar sustancialmente las células cancerosas antes del trasplante en un paciente
receptor.

Por supuesto, se contempla que los anticuerpos descritos en la presente memoria puedan emplearse en
combinacién con otras técnicas terapéuticas adicionales tales como cirugia o fototerapia.

Ejemplos

A continuaciéon se proporcionan ejemplos con fines meramente ilustrativos. Dichos ejemplos no pretenden limitar
ninguna realizacion descrita en la presente memoria para ninguna aplicacion particular o teoria de operacion
particular.

Ejemplo 1. Nuevos métodos para inhibir células FcyRIIb*

El FcyRIIb se expresa en una variedad de células inmunes, que incluyen células B, células plasmaticas, células
dendriticas, monocitos y macréfagos, donde desempefia un papel critico en la regulacion inmune. En su funcién
normal en las células B, el FcyRIlb actia como mecanismo de retroalimentacién para modular la activacion de
células B a través del receptor de células B (BCR). El enfrentamiento de receptor de antigeno de célula B (BCR) con
el antigeno inmune acomplejado sobre células B maduras activa una cascada de sefalizacion intracelular, que
incluye la movilizacién de calcio, lo que conduce a la proliferacion y diferenciacion de células. Sin embargo, como se
producen anticuerpos de IgG con especificidad por el antigeno, los complejos inmunes asociados (ICs) puede hacer
interaccionar el BCR con el FcyRIIb, mediante lo cual la activacion de BCR es inhibida por el enfrentamiento a
FcyRIIb y los mecanismos de sefalizacion intracelular asociados que interfieren con las rutas posteriores de la
activacion de BCR.

Las células B no solo funcionan para producir anticuerpo y citoquinas que controlan la respuesta inmune, también
son células presentadoras de antigeno (APCs). La internalizaciéon del antigeno por parte del BCR en una célula B
puede desempeniar un papel en la presentacion y la activacion de células T. La regulacion de la activacion de células
B a través de BCR también esta regulada potencialmente por el enfrentamiento de anticuerpo de FcyRllIb. Otras
APCs como las células dendriticas, los macréfagos y los monocitos, son capaces de internalizar antigeno ligado a
anticuerpo a través de receptores activantes tales como FcyRlla, FcyRIlla y FcyRI. La expresiéon de FcyRIIb sobre
estos tipos de células, particularmente las células dendriticas, puede inhibir la activacion de estos tipos de células y
la posterior presentacion y activacion de células T (Desai et al., 2007, J Immunol).

Una nueva estrategia para inhibir la activacion de los tipos de células mencionados anteriormente es usar una unica
inmunoglobulina para coenfrentar FcyRIlb con el antigeno superficial presente sobre la célula FcyRIIb®. En el caso
de células B, en base al mecanismo bioldgico natural, esto podria implicar potencialmente un ataque dual de FcyRlIIb
y BCR, con la meta de imitar la supresion mediada por complejo inmune de la activacion de células B. La Figura 3
ilustra dicho mecanismo potencial, en el que se usa un anticuerpo para coenfrentar tanto FcyRIIb a través de su
region de Fc, como un antigeno diana asociado al complejo BCR, en este ejemplo CD19, a través de su region de
Fv.

Ejemplo 2. Disefio de inmunoglobulinas con afinidad selectivamente potenciada por FcyRIlb

En condiciones fisioldgicas, la union de BCR con FcyRIIb y la posterior supresién de células B se produce a través
de complejos inmunes de IgGs y antigeno cognado. La estrategia de disefio fue reproducir este efecto usando un
Unico anticuerpo reticulante. La IgG humana se une a FcyRIIb humana con una afinidad débil (aproximadamente 1
MM para IgG1), y la inhibicion mediada por FcyRIIb se produce como respuesta a IgG formando complejo inmune
pero no a IgG monomérica. Se razono6 que el aumento de la afinidad de Fc por este receptor seria necesaria para
una inhibicién maxima de la activacion de células B. Se usaron métodos de ingenieria de proteinas para disefiar y
escrutar variantes de Fc en busca de una unién a FcyRIIb potenciada.

Ademas de esta primera meta de disefio (maxima afinidad de Fc a FcyRIlb), una meta de disefio secundaria fue
reducir la interaccion de la region de Fc con FcyRs activantes. Los perfiles de afinidad de FcyR que pueden ser
optimos para inhibir células FcyRIIb incluyen no solo una elevada afinidad por el receptor inhibidor FcyRIlb, sino
también potencialmente una elevada afinidad de FcyRlIIb acoplada a una afinidad reducida a uno o mas receptores
activantes, que incluyen, por ejemplo, FcyRI, FcyRllla y/o FcyRlla. Una afinidad reducida a los receptores activantes
puede conducir a una toxicidad reducida asociada a un tratamiento con anticuerpos. Por ejemplo, una afinidad
reducida a FcyRllla, presente en células NK, deberia reducir el nivel de ADCC mediada por células NK. De forma
similar, una afinidad reducida a FcyRlla, presente en una variedad de células efectoras que incluyen macréfagos y
neutrdfilos, deberia reducir el nivel de fagocitosis (ADCP) mediada por estas células. Adicionalmente, para
monocitos, macrofagos, células dendriticas, y similares, una interaccion reducida con FcyRs activantes significaria
que la inmunoglobulina estaria mas libre para interaccionar con el FcyRIIb de la superficie celular.
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Usando estructuras resueltas del complejo Fc/FcyRIIIb humano (y las secuencias de los FcyRs humanos), se usaron
analisis estructural y de secuencia para identificar posiciones de FcyR que contribuyen a la afinidad y la selectividad
de FcyRIIb respecto a los receptores activantes. La estrategia de disefio empled dos etapas. En primer lugar, se
identificaron las posiciones de FcyR que son determinantes de la selectividad de uniéon de FcyRIlb y FcyRllla
teniendo en cuenta la proximidad a la interfaz FcyR/Fc y la disimilitud de aminoacidos entre FcyRIlb y FcyRlla. Los
resultados de este analisis se presentan en la Figura 4. En segundo lugar, se identificaron las posiciones de
secuencia de la region de Fc préximas a dichas posiciones de FcyR. Los resultados de este analisis se presentan en
la Figura 5. Se disefiaron variantes de Fc que incorporan sustituciones de estas posiciones.

Se genero una biblioteca de variantes de Fc y se realizd un escrutinio para explorar modificaciones de aminoacido
en dichas posiciones. Se generaron variantes y se escrutaron en el contexto de un anticuerpo dirigido al antigeno
CD19, un componente regulador del complejo de co-receptor BCR. La region de Fv de este anticuerpo es una
version humanizada y madurada en afinidad del anticuerpo 4G7, y es referida en la presente memoria como
HuAM4GY7. Las secuencias de aminoacido de este anticuerpo se proporcionan en la Figura 54. Los genes de Fv
para este anticuerpo fueron subclonados en el vector de expresién de mamifero pTT5 (National Research Council,
Canada). Las mutaciones en el dominio de Fc fueron introducidas usando mutagénesis sito-dirigida (QuikChange,
Stratagene, Cedar Creek, TX). Adicionalmente, se generaron variantes bloqueadas con afinidad eliminada por
receptores de Fc que comprendian la sustitucion L328R, y una sustituciéon G236R o una Arg insertada después de la
posicion 236. Estas variantes (G236R/L328R y <[Lambda]>236R/L328R) son referidas como Fc-KO o FcyR
bloqueado. Para actuar como controles de isotipo de Fc no CD19, se construyeron anticuerpos de virus sincitial anti-
respiratorio (RSV) y anti-FITC en el vector pTT5 fusionando las regiones VL y VH apropiadas a los dominios
CL[kappa] y CH1-3 con cambios de Fc. Las construcciones de cadena pesada y ligera fueron co-transfectadas en
células HEK293E para expresion, y los anticuerpos fueron purificados usando cromatografia de afinidad de proteina
A (Pierce Biotechnology, Rockford, IL).

Se obtuvieron las proteinas de receptor de Fc humanas FcyRI y FcyRIIb para estudios de union y de competicion en
R&D Systems (Minneapolis, MN). Se obtuvieron los genes que codifican las proteinas de receptor FcyRlla 'y FcyRllla
en Mammalian Gene Collection (ATCC), y se subclonaron en vector pTT5 (National Research Council, Canada) que
contenia etiquetas 6X His y GST. Se generaron las formas alélicas de los receptores (H131 y R131 para FcyRlla y
V158 y F158 para FcyRllla) usando mutagénesis QuikChange. Los vectores que codifican los receptores fueron
transfectados en células HEK293T, y las proteinas fueron purificadas usando cromatografia de afinidad de niquel.

Las variantes fueron sometidas a escrutinio en funcion de la afinidad de receptor usando tecnologia Biacore™,
también referida como Biacore en la presente memoria, una tecnologia basada en resonancia de plasmoén superficial
(SPR) para estudiar interacciones moleculares en tiempo real. Se realizaron medidas de SPR usando un
instrumento Biacore 3000 (Biacore, Piscataway, NJ). Se gener6 un chip biosensor CM5 (Biacore) de proteina A/G
(Pierce Biotechnology) usando un protocolo de acoplamiento de amina primaria. Todas las medidas se llevaron a
cabo usando tampén HBS-EP (HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 0,15 M, EDTA 3 mM, 0,005% v/v de tensioactivo P20,
Biacore). Los anticuerpos a 20 nM o 50 nM en tampon HBS-EP fueron inmovilizados sobre la superficie de la
proteina A/G y se inyectaron FcyRs. Después de cada ciclo, se regenero la superficie inyectando tampdn de glicina
(10 mM, pH 1,5). Los datos fueron procesados para poner a cero el tiempo y la respuesta antes de la inyeccion de
FcyR y restando las sefiales no especificas apropiadas (canal de respuesta de referencia e inyeccion de tampoén en
circulacion). Los analisis cinéticos se llevaron a cabo con un ajuste global de datos de unién con un modelo de unién
de Langmuir 1:1 usando el software BlAevaluation (Biacore).

En la Figura 6 se muestra un conjunto representativo de sensogramas correspondientes a la unién de anticuerpos
anti-CD19 variantes seleccionados a FcyRIIb. Las afinidades (Kds de equilibrio) de todas las variantes de la IgG1
WT (nativa) por todos los FcyRs, obtenidas de ajustes de los datos de union de Biacore, se representan en la Figura
7. Mientras que la Fc de IgG1 WT se une a FcyRIIb con una afinidad de yM (Kd = 1467 nM en la Figura 7), se ha
disefiado un gran numero de variantes que se unen mas fuertemente. Debido a que los anticuerpos evaluados
presentan especificidad por CD19 (a través de su region Fv), los resultados de unién de la Figura 7 son debidos
Unicamente a la unién a FcyRIIb por la region de Fc. Esto se confirma por la falta de uniéon detectable por las
variantes Fc-KO (G236R/L328R y <[Lambda]>236R/L328R), que son eliminadas para union a todos los FcyRs.

Una cantidad util para el analisis de las variantes es su tasa de afinidad con respecto a la IgG1 WT, que se obtiene
dividiendo la Kd de unién de la IgG1 WT entre la Kd de unién de la variante para cada receptor. Estos resultados de
tasa de afinidad se proporcionan en la Figura 8. Una serie de variantes presentan mejoras de la unién a FcyRIIb por
encima de 2 logs, y afinidades sustancialmente reducidas o eliminadas por los receptores activantes. En particular,
S267E (sustitucion individual) asi como L235Y/S267E, G236D/S267E, S239D/S267E, S267E/H268E y S267E/L328F
(sustituciones dobles) presentan una afinidad por FcyRllb marcadamente mayor. Adicionalmente, estas variantes
presentan una afinidad por el receptor activante FcyRllla que es comparable a la IgG1 nativa, mejora modestamente
o incluso se ve reducida significativamente.

La Figura 9 muestra una representacion de las afinidades de FcyR de variantes seleccionadas en una escala
logaritmica, en comparacion con las de la IgG1 WT. La variante con la mayor afinidad por FcyRIlb, S267E/L328F,
muestra por encima de 2 ordenes de magnitud de incremento en la afinidad a FcyRIlb, y una afinidad
significativamente reducida por los receptores activantes, que incluyen FcyRllla, FcyRl y H131 FcyRlla.
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Los datos de las Figuras 9 y 10 indican que las propiedades de las variantes son altamente dependientes, no solo de
la posicién que es mutada, sino también del amino4cido preciso que es sustituido en cada posicion *. Por ejemplo,
una de las posiciones mas fuertes para controlar la afinidad y la selectividad a FcyRIIb respecto a FcyRs activantes
es la posicion 267. Asi, una modificaciéon en esta posicion puede dar lugar a resultados drasticamente diferentes
dependiendo del aminoacido particular que es sustituido. En particular, tal como se muestra en la Figura 10,
mientras que la afinidad de S267E por FcyRllb se ve mejorada enormemente en relacion a la IgG1 WT y
proporciona una mejora sustancial de la selectividad a FcyRllla, otras sustituciones tales como S267A y S267G
proporcionan una mejora marginal o nula para FcyRIlb, y/o poca o ninguna mejora de selectividad relativa a
FcyRllla. La importancia de la modificacion precisa se ve apoyada adicionalmente por el hecho de que dos de las
mejores posiciones para potenciar selectivamente la afinidad a FcyRllb, 236 y 328 (por ejemplo, 236D y 328F)
también son las mismas posiciones modificada para generar la variante Fc-KO (236R y 328R). Estos resultados
ilustran la complejidad de la interfaz FcyR, y destacan el reto de disefiar modificaciones que controlen de forma
precisa las propiedades de los FcyR.

Muchas de las variantes de combinacion de Fc, que incluyen las combinaciones dobles y triples de sustituciones
individuales, exhibieron una sinergia (no aditividad) inesperada cuando se comparan con las sustituciones
individuales por si solas. Esto se determiné (para todas las variantes de combinacion para las cuales se disponia de
datos) comparando la tasa de mejora real de la afinidad medida mediante Biacore frente a la tasa de mejora en la
afinidad calculada como el producto de la tasas de mejora de las sustituciones individuales (Figura 11). Como se
puede observar a partir de los datos, las sustituciones dobles en los siguientes pares de posiciones dieron como
resultado una afinidad mayor a la esperada por uno o mas FcyRs: 234/267, 235/267, 236/267, 236/268, 239/267,
239/268, 266/267, 267/328 y 268/327.

A fin de validar los datos de Biacore y de evaluar la union de receptor de las variantes sobre la superficie celular, se
midié la unién de anticuerpos seleccionados a células que expresan FcyRIlb. Puesto que las células HEK293T no
expresan CD19 o FcyRs, la transfeccion de estas células con FcyRIlb permitié un analisis de union de anticuerpo a
receptores de Fc en un sistema aislado sobre la superficie de una célula. Se transfectaron células HEK293T en
DMEM con un 10% de FBS con ADNc de FcyRIIb humano en vector de expresion pCMV6 (Origene Technologies,
Rockville, MD), cultivadas durante 3 dias, cosechadas y lavadas dos veces en PBS, resuspendidas en PBS con un
0,1% de BSA (PBS/BSA), y divididas en alicuotas a una concentracion de 2*10° células por pocillo en placas de
microtitulacion de 96 pocillos. Los anticuerpos de variante de Fc fueron diluidos en serie en PBS/BSA y a
continuacion se afadieron a las células y se incubaron con mezcla durante 1 h a temperatura ambiente. Tras un
lavado intensivo con PBS/BSA, se anadié para deteccion fragmento F(ab’)2 de cabra anti-Fab-humano-especifico
marcado con ficoeritrina (PE). Las células fueron incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente, lavadas y
resuspendidas en PBS/BSA. Se evalud la union usando un citdmetro de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences, San
Jose, CA), y se represent6 la intensidad de fluorescencia media (MFI) en funcién de la concentraciéon de anticuerpo
usando el software GraphPad Prism (Graph Pad Software, San Diego, CA) a partir de la cual se determinaron los
valores de unidon media maxima (EC50) mediante una modelizacién dosis-respuesta sigmoidea.

Los niveles de expresion de receptor fueron determinados antes de la unién de anticuerpos, y se determinaron los
valores de concentracion efectiva media maxima (EC50) de las MFI a diferentes concentraciones de anticuerpos. La
Figura 12 muestra los resultados de este experimento. Los valores de EC50 de las variantes evaluadas mostraron
un orden de rango similar a los resultados de Biacore. La unién en superficie celular confirmd que la variante
S267E/L328F presentd la mayor afinidad, entre las evaluadas, por FcyRlIIb, con una EC50 de aproximadamente 320
veces mayor a la de IgG1 WT. La estrecha coincidencia entre estos datos de unién en superficie celular y los datos
de union de Biacore confirma la precision de las medidas de afinidad.

Debido a la importancia de los modelos animales en el desarrollo de farmacos, se realizé un escrutinio de variantes
seleccionadas en términos de unién a receptores de raton y de mono cynomolgus. Las regiones extracelulares de
los FcyRs de ratén y de mono cynomolgus (Macaca fascicularis) fueron expresadas y purificadas. Las regiones
extracelulares de estos receptores fueron obtenidas mediante PCR a partir de clones obtenidos de la “Mammalian
Gene Collection” (MGC), o generadas de novo usando PCR recurrente. Para permitir la purificacion y el escrutinio,
los receptores fueron fusionados C-terminalmente con una etiqueta His y GST. Los FcyRs marcados fueron
transfectados en células 293T, y se recolectd el medio que contenia el receptor secretado 3 dias después, y se
purificé usando cromatografia de niquel.

Los anticuerpos variantes fueron evaluados en términos de afinidad a FcyRs de ratébn o de mono cynomolgus
usando Biacore SPR, como se ha descrito anteriormente. Especificamente, los anticuerpos primero fueron
inmovilizados sobre un chip de proteina A/G hasta alta densidad, y a continuaciéon se aplicaron inyecciones del
dominio extracelular del FcyR de ratén o de mono cynomolgus de interés. Se siguié en tiempo real tanto la fase de
asociacién como la de disociacion usando la tecnologia Biacore. La Figura 13 muestra las tasas de mejora (en
comparacion con la IgG1 WT) por la union de variantes seleccionadas de FcyRs de ratéon y mono cynomolgus
determinada a partir de Biacore.

Aunque las variantes fueron sometidas a escrutinio en el contexto de IgG1 humana, se contempla que las variantes
podrian usarse en el contexto de otros isotipos de anticuerpo, por ejemplo que incluyen, aunque sin limitacion, 1IgG2
humana, 1IgG3 humana e IgG4 humana (Figura 1). A fin de explorar la transferibilidad de las variantes a otros
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isotipos de anticuerpo, se construy6 la variante S267E/L328F y se evalu6 en el contexto de un anticuerpo 1gG1/2
ELLGG, que es una variante de una region de Fc de IgG2 (USSN 1 1/256.060). Se construyeron las mutaciones, los
anticuerpos fueron purificados y los datos de unién se obtuvieron como se ha descrito anteriormente. La Figura 14
muestra afinidades de los anticuerpos variantes de IgG1 e 1IgG1/2 a los FcyRs humanos, determinadas mediante
Biacore. Los datos indican que la afinidad a FcyRIIb enormemente potenciada y el perfil general de union a FcyR se
mantienen en la regién de Fc de IgG2 variante, confirmando de este modo el uso de las variantes en otros contextos
de isotipo.

En conjunto, los datos anteriores indican que una serie de variantes disefiadas, en posiciones de Fc especificas,
proporcionan las propiedades objetivo, a saber, una afinidad incrementada por FcyRIIb, y una afinidad
selectivamente potenciada a FcyRlIIb en relacion a los receptores activantes FcyRI, FcyRlla y FcyRlla.

Las sustituciones para potenciar la afinidad a FcyRIIb incluyen: 234, 235, 236, 237, 239, 266, 267, 268, 325, 326,
327, 328 y 332. En algunas realizaciones, se realizan sustituciones en al menos una o mas de las siguientes
posiciones no limitantes para potenciar la afinidad a FcyRlIIb: 235, 236, 239, 266, 267, 268 y 328.

Las combinaciones no limitantes de posiciones para hacer sustituciones para potenciar la afinidad a FcyRllb
incluyen: 234/239, 234/267, 234/328, 235/236, 235/239, 235/267, 235/268, 235/328, 236/239, 236/267, 236/268,
236/328, 237/267, 239/267, 239/268, 239/327, 239/328, 239/332, 266/267, 267/268, 267/325, 267/327, 267/328,
267/332, 268/327, 268/328, 268/332, 326/328, 327/328 y 328/332. En algunas realizaciones, las combinaciones de
posiciones para hacer sustituciones para potenciar la afinidad a to FcyRlIIb incluyen, aunque sin limitacion: 235/267,
236/267, 239/268, 239/267, 267/268 y 267/328.

Las sustituciones para potenciar la afinidad a FcyRIlb incluyen: L234D, L234E, L234W, L235D, L235F, L235R,
L235Y, G236D, G236N, G237D, G237N, S239D, S239E, V266M, S267D, S267E, H268D, H268E, A327D, A327E,
L328F, L328W, L328Y y I332E. En algunas realizaciones, la combinacion de posiciones para hacer sustituciones
para potenciar la afinidad a FcyRIIb incluyen, aunque sin limitacion: L235Y, G236D, S239D, V266M, S267E, H268D,
H268E, L328F, L328W y L328Y.

Las combinaciones de sustituciones para potenciar la afinidad a FcyRIlb incluyen: L234D/S267E, L234E/S267E,
L234F/S267E, L234E/L328F, L234W/S239D, L234W/S239E, L234W/S267E, L234W/L328Y, L235D/S267E,
L235D/L328F, L235F/S239D, L235F/S267E, L235F/L328Y, L235Y/G236D, L235Y/S239D, L235Y/S267D,
L235Y/S267E, L235Y/H268E, L235Y/L328F, G236D/S239D, G236D/S267E, G236D/H268E, G236D/L328F,
G236N/S267E, G237D/S267E, G237N/S267E, S239D/S267D, S239D/S267E, S239D/H268D, S239D/H268E,
S239D/A327D, S239D/L328F, S239D/L328W, S239D/L328Y, S239D/I332E, S239E/S267E, V266M/S267E,
S267D/H268E, S267E/H268D, S267E/H268E, S267E/N325L, S267E/A327D, S267E/A327E, S267E/L328F,
S267E/L328I, S267E/L328Y, S267E/I332E, H268D/A327D, H268D/L328F, H268D/L328W, H268D/L328Y,
H268D/I332E, H268E/L328F, H268E/L328Y, A327D/L328Y, L328F/I332E, L328W/I332E y L328Y/I332E. En algunas
realizaciones, las combinaciones de sustituciones para potenciar la afinidad a FcyRIIb incluyen, aunque sin
limitacion: L235Y/S267E, G236D/S267E, S239D/H268D, S239D/S267E, S267E/H268D, S267E/H268E vy
S267E/L328F.

Ejemplo 3. Las inmunoglobulinas inhiben la viabilidad de células B humanas primarias mediada por BCR

Aunque las células B normales tienen una vida media in vivo larga de aproximadamente cinco semanas, su
longevidad se ve enormemente reducida in vitro. La estimulacion de BCR mediante anticuerpos reticulantes tales
como anti-lgM o anti-CD79b contrarresta esta predisposicion in vitro hacia la apoptosis, conduciendo a una
activacion de las células B y a una mayor viabilidad de células B. Para demostrar esto, se llevd a cabo un ensayo de
viabilidad de células B dependiente de ATP. Se purificaron células mononucleares sanguineas periféricas humanas
(PBMCs) a partir de leucaferesis de voluntarios sanos anénimos (HemaCare, Van Nuys, CA) usando gradientes de
densidad Ficoll-Paque Plus (Amersham Biosciences, Newark, NJ). Se purificaron células B humanas primarias
procedentes de PBMCs usando un kit de enriquecimiento de células B (StemCell Technologies, Vancouver, British
Columbia). Se adquirieron CD79b anti-humanos de raton (clon SN8) en Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA).
Se adquirié F(ab’)2 anti-mu policlonal en Jackson Immunoresearch Lab (West Grove, PA). Se realizaron diluciones
en serie de anticuerpos anti-CD79b o anti-mu por triplicado en placas de microtitulacion de 96 pocillos que contenian
RPMI1640 con un 10% de FBS. Se afadieron células B humanas primarias purificadas (5-7,5 x 10* por pocillo) hasta
un volumen final de 100 pL, y se incubaron a 37°C durante 3 dias. Se cuantifico la luminiscencia dependiente de
ATP para determinar la viabilidad celular (ensayo de viabilidad celular Cell Titer-Glo, Promega, Madison, WI) y se
uso un luminémetro Topcount (Perkin Elmer, Waltham, MA) para la adquisicién de datos. Las Figuras 15A y 15B
muestran los resultados del ensayo, que demuestran la supervivencia de células B humanas primarias tras
activacion de BCR, aqui llevada a cabo mediante reticulamiento con anticuerpos anti-mu (A) o anti-CD79b (B). In
vivo dicha activacion se produciria a través de antigeno acomplejado inmune, que por ejemplo podria ser un agente
infeccioso, o0 en la causa de una reaccion autoinmune o alérgica podria ser un antigeno o alergeno autoinmune.

Se us6 el ensayo de luminiscencia dependiente de ATP para examinar si la viabilidad mediada por activacion de
BCR de células B humanas primarias podria ser suprimida por un anticuerpo anti-CD19 que tuviera una afinidad de
Fc potenciada para FcyRIIb. El anterior experimento fue repetido, excepto que las diluciones en serie de anticuerpo

54



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2659517713

de los anticuerpos WT, variantes y de control se llevaron a cabo por triplicado en placas de microtitulacion de 96
pocillos que contenian RPMI1640 con un 10% de FBS, mas anti-CD79b a una concentracion de 1 pyg/mL para
estimular BCR. Los resultados se muestran en la Figura 16. Nuevamente, las células B presentaron una baja
viabilidad en ausencia de reticulamiento de BCR, y la adicién de 10 yg/mL de anticuerpos anti-CD79b estimulé la
supervivencia en una tasa de aproximadamente 6 (células solas frente a anti-CD79b). El anti-CD19-S267E/L328F, la
variante con la mayor afinidad de FcyRlIlb, inhibié la viabilidad estimulada por BCR de un modo dependiente de la
dosis. Por el contrario, los anticuerpos de control que incluian anti-CD19-IgG1 (control de Fv) y anti-RSV-
S267E/L328F (control de Fc) suprimieron minimamente la viabilidad. Para determinar si este efecto inhibidor
requeria el co-enfrentamiento de CD19 y FcyRIIb, en oposicién a la union simultanea de cada receptor por diferentes
anticuerpos, se comparo la variante anti-CD19-S267E/L328F con una combinacion de controles anti-CD19-IgG1 y
anti-RSV-S267E/L328F en concentraciones iguales. La combinacion de estos anticuerpos deberia unirse
simultaneamente tanto a CD19 como a FcyRllb pero, al contrario que el anti-CD19-S267E/L328F, fue incapaz de
reticular dichos receptores. Tal como se muestra en la Figura 16, la combinacion no consiguié suprimir la
supervivencia inducida por activacion de BCR, lo que indica que el co-enfrentamiento de FcyRIlb y CD19 por parte
de una Unica molécula es necesario para inhibir la viabilidad mediada por BCR. No todas las variantes fueron
capaces de inhibir la activacion de células B. Tal como se demuestra en la Figura 17, las variantes con una afinidad
moderadamente incrementada respecto a la IgG1 WT (S267A, 408 nM, tasa de 3,6 respecto a la IgG1 nativa) no
inhiben la activacion de células B. Por el contrario, los datos de la Figura 18 demuestran que las variantes con
elevada afinidad, siendo aqui la afinidad mas débil la de la variante S267E (71,9 nM, tasa de 20,4 respecto a la IgG1
nativa), de hecho inhiben la activaciéon. En conjunto, los resultados de las Figuras 18, 19 y 20 sugieren que es
necesaria una determinada afinidad por FcyRllb, de aproximadamente 100 nM, para mediar en la actividad
inhibidora en el co-enfrentamiento de antigeno diana de co-receptor FcyRIlb y BCR.

Ejemplo 4. Las inmunoglobulinas inhiben la activacion de BCR de la movilizacion de calcio en células B humanas
primarias a través del co-enfrentamiento de FcyRIlb y CD19

Las sefales a través del complejo de receptor de células B finalmente dan como resultado una liberacion de calcio, y
este mecanismo puede ser inhibidor por FcyRIIb (Nielsen et al., 2005, Transfus Med Hemother 32: 339-347). Se us6
la movilizacién de calcio intracelular como medida cuantitativa de la activacion de células B mediada por BCR para
evaluar adicionalmente el impacto de las inmunoglobulinas. El presente estudio usé células B primarias procedentes
de donantes humanos normales como modelo fisioldgicamente mas relevante de la sefalizacion de calcio.
Adicionalmente, en lugar de estimular principalmente células B via un anticuerpo anti-IgM, se us6 un anticuerpo
CD79b anti-humano (Ig[beta]) para inducir la activaciéon de BCR tanto en células nuevas como en células B de
memoria.

Se midi6 la concentracion de calcio libre intracelular ([Ca*]) mediante citometria de flujo usando un ensayo de calcio
Fluo-4 NW (Molecular Probes, Eugene, OR). Se resuspendieron células B humanas purificadas a una concentracion
de 5 x 10° células/mL en tampodn de ensayo de calcio y se pre-cargaron con colorante Fluo-4 durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Tras la incubaciéon con anticuerpos de control anti-CD19 o Fc y Fv, las células fueron
estimuladas mediante la adicion de 10 yg/mL de anticuerpos anti-CD79b. Se registrd la cinética de flujo de calcio
usando un citdmetro de flujp FACSCanto Il y los datos fueron analizados usando el software FlowJo (Tree Star,
Ashland, OR).

La movilizacion de calcio en presencia de 10 yg/mL de anticuerpo de Fc de IgG1 nativa anti-CD19 ([alfa]-CD19-
nativo-IgG1) se vio incrementada respecto al control de vehiculo (Figura 19), como era de esperar del co-
enfrentamiento de CD19 y BCR. Por el contrario, las variantes de MbE de IgG1 anti-CD19 (también a 10 pg/mL)
inhibieron la movilizacion de calcio inducida por el reticulamiento de BCR, mostrando la mayor actividad las dos
variantes de mayor afinidad. Para determinar la importancia de la union de CD19 para este efecto, se us6 un
anticuerpo de control de isotipo de Fc que se une con elevada afinidad a FcyRIIb pero no a CD19; este anticuerpo,
referido como [alfa]-FTIC-S267E/L328F en la Figura 19, tiene la cadena pesada de IgG1 S267E/L328F, pero una
region de Fv que se une al hapteno FTIC (que no esta sobre células B). Respecto al vehiculo, este anticuerpo
presenté un efecto minimo sobre la movilizacién de calcio, lo que indica que se requiere la unién a CD19 para inhibir
la movilizacién de calcio. Se llevd a cabo una extension dosis-respuesta de este experimento en la que cada punto
representa el area bajo la curva de una respuesta individual de movilizacion de calcio de la Figura 19. Los datos
muestran que la potencia y la eficacia de las variantes de MbE se correlacionan con la afinidad por FcyRllb, lo que
es consistente con el ensayo de viabilidad de células B, no mostrando ninguna respuesta de dosis el anti-CD19-
Nativo-lgG1 (Figura 20). La relacion entre la EC50 de la inhibicién de calcio y la afinidad por FcyRIlb se muestra en
la Figura 21.

Para determinar si la inhibicion observada del flujo de calcio requiere el co-enfrentamiento de FcyRIlb y CD19 por un
Unico anticuerpo, se llevé a cabo un experimento competitivo. Puesto que el FcyRI presenta la mayor afinidad de
todos los FcyRs (Figura 9) y compite con FcyRIIb por la unién a IgG (datos no mostrados), se usé un exceso molar
de 24 veces de FcyRI soluble (solFcyRlI) para bloguear la interaccion del anticuerpo con la mayor afinidad ([alfa]-
CD19-S267E/L328F) con FcyRIIb (Figura 22). Nuevamente, la movilizacion de calcio inducida por BCR fue inhibida
eficazmente por 10 pg/mL de [alfa]-CD19-S267E/L328F, pero no por [alfa]-CD19-Nativo-lgG1. De forma destacada,
la inhibicién por la variante de MbE fue eliminada completamente en presencia de FcyRI soluble, lo que incida que el
enfrentamiento a FcyRIlb es necesario. Estos resultados indican que la movilizacién de calcio inducida por BCR
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puede ser inhibida mediante un Unico anticuerpo que se une con elevada afinidad a ambos receptores superficiales,
FcyRIlb y CD19.

En conjunto, los resultados de viabilidad de células B y de movilizacién de calcio sugieren que los anticuerpos de
variante de Fc con elevada afinidad por FcyRIllb pueden ser utiles en los métodos para inhibir la activacion de
células B. Los datos proporcionados indican que la modificacién de aminoacidos en las posiciones 234, 235, 236,
237, 239, 266, 267, 268, 325, 326, 327, 328 y 332 puede ser util para dichos métodos inhibidores. En particular, los
datos proporcionados indican que las sustituciones 234D, 234E, 234W, 235D, 235F, 235R, 235Y, 236D, 236N,
237D, 237N, 239D, 239E, 266M, 267D, 267E, 268D, 268E, 327D, 327E, 328F, 328W, 328Y y 332E pueden ser Utiles
para dichos métodos inhibidores.

Ejemplo 5. Las inmunoglobulinas inducen la fosforilacién de SHIP

La activacién de SHIP es un componente posterior dependiente de FcyRIIb de la sefalizacion asociada a ITIM. La
capacidad del anticuerpo anti-CD19-S267E/L328F para estimular la fosforilacion SHIP (pSHIP) en el contexto de la
activacion BCR por parte de anticuerpo reticulante anti-CD79b fue determinada usando analisis de transferencia
western. Se incubaron células B humanas primarias (1 x 10") durante 10 minutos a 22°C con 20 pg/mL de
anticuerpos anti-CD79b y 10 pyg/mL de anticuerpos anti-CD19, y a continuacion se afiadié PBS enfriado en hielo.
Para el control positivo, se usaron 10 ug/mL de anticuerpo especifico anti-FcyRIl (AT10) (AbD Sertec (Raleigh, NC)
parareticular FcyRIIb, y 20 pg/mL de anticuerpo especifico de Fcy de IgG anti-ratéon para reticular AT10 y anti-
CD79b. Las células fueron lisadas en tampon RIPA frio (Cell Signaling, Beverly, MA) que contenian cocteles
inhibidores de proteasa (Roche, Indianapolis, IN) y fosfatasa (Calbiochem, San Diego, CA) con 2 nM de microcistina
(Calbiochem), y se incubaron durante 30 minutos en hielo. Los lisatos fueron centrifugados a 10.000 g durante 30
minutos a 4°C para eliminar los residuos, se fraccionaron mediante SDS-PAGE (NuPAGE Novex, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA) y se transfirieron a membrana de difluoruro de polivinilideno (Invitrogen Life
Technologies). Se llevé a cabo un analisis Western con fosfo-SHIP (Cell Signaling Technologies, Beverly, MA) y
anticuerpos primarios especificos de GAPDH (Biovision, Mountain View, CA) usando anticuerpo secundario de IgG
anti-ratén conjugado a HRP con técnicas de imagen por quimioluminiscencia aumentada (Amersham Bioscience,
Newark, NJ) y un sistema de captura de imagenes UVP Bioimaging (Upland, CA).

Los datos se presentan en la Figura 23. Las manchas western de los extractos celulares procedentes de células B
humanas primarias purificadas demostraron que la variante anti-CD19 HbE estimulé un aumento sustancial del nivel
de pSHIP en comparacion con IgG1 anti-CD19 y otros controles (anti-RSV-S267E/L328F y anti-CD19-Fc-KO)
(Figura 23, calle 1 frente a calles 2-4). Como era de esperar, el reticulamiento directo de FcyRIIb con BCR por parte
de anticuerpo anti-FcyRIl también mostré un aumento del nivel de pSHIP (calle 5). Estos resultados indican que la
supresion de la funcion de célula B mediante el anticuerpo anti-CD19 MbE estimula la fosforilacién SHIP, lo cual es
consistente con un mecanismo de sefalizacién conocido del co-enfrentamiento BCR-FcyRllb.

Ejemplo 6. Las inmunoglobulinas inhiben el efecto anti-apoptético dependiente de BCR en células B humanas
primarias

Aunque las células B normales in vivo presentan una larga vida media de aproximadamente 5 semanas, in vitro esta
longevidad se ve enormemente reducida, produciéndose un aumento de la apoptosis debido a la falta de un nicho
apropiado. La activacion de células B via estimulaciéon de BCR induce un efecto anti-apoptotico y prolonga la
viabilidad, como se demuestra en la Figura 15. Para determinar si la actividad antiproliferativa de la variante de MbE
fue resultado de neutralizar sefiales de supervivencia mediadas por BCR, permitiendo de este modo que se
produjera la apoptosis in vitro, se llevé a cabo un ensayo de tinciéon con anexina-V. Se incubaron 1 x 10° células B
humanas primarias purificadas durante 24 h a 37°C por triplicado con 1 uyg/mL de anti-CD79b y diluciones en serie
de anticuerpos anti-CD19 o de control en 100 yL de RPMI1640 con un 10% de FBS. Tras la incubacion, las células
fueron recolectadas y tefiidas con anexina-V conjugada a PE (Biovision, Mountain View, CA) y 7-amino-actinomicina
D (J-AAD, Invitrogen, Carlsbad, CA) a una concentracion de 5 pg/mL. Las células positivas-anexina-V/negativas/7-
AAD fueron adquiridas usando un citémetro de flujo FACSCanto Il, y se analizaron con software de analisis
FACSDiva 5 (BD Biosciences).

Los datos se muestran en la Figura 24. La tincién con anexina-V de células B humanas primarias cultivadas en
presencia o en ausencia de anti-CD79b confirmé que la apoptosis era suprimida por la activacion de BCR (Figura
24, células solas frente a anti-CD79b). Esta sefial de supervivencia fue neutralizada de una manera dependiente de
la dosis por anti-CD19-S267E/L328F, pero no por anticuerpos de control de Fc anti-RSV-S267E/L328F o anticuerpos
de control de Fv CD19-IgG1. La inhibicién del efecto anti-apoptético, como la inhibicion de la movilizacion de calcio y
de la proliferacion celular, requiere el co-enfrentamiento de CD19 y FcyRIIb por parte de un Unico anticuerpo, debido
a que la combinacién de anti-CD19-IgG1 y anti-RSV-S267E/L328F (controles de Fv y Fc, respectivamente) no
estimuld la apoptosis. Estos datos indican que la variante anti-CD19 MbE inhibe la proliferacion de células B
inducida por BCR a través de la supresion de las sefales de supervivencia anti-apoptoticas.

Ejemplo 7. Las inmunoglobulinas no median en las funciones efectoras
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A fin de evaluar el efecto de modular la afinidad de FcyRllla, las inmunoglobulinas fueron examinadas en términos
de actividad de ADCC. Se llevaron a cabo diluciones en serie de anticuerpos en placas de microtitulacion de 96
pocillos por triplicado y se incubaron con células diana Ramos (10.000 en total) para opsonizar las células diana
durante ~15 minutos. Ramos es una linea de células B humanas inmortales derivadas de células de linfoma de
Burkitt. Se afiadieron en la concentracion apropiada células NK purificadas (50.000 en total) usando un kit de
seleccion negativa a partir de PBMC congeladas preparadas a partir del paquete de leucoforesis usando gradiente
de densidad Ficoll estandar. La reaccion de ADCC en funcionamiento final fue en 100 yL de FBS al 1%/RPMI1640
durante 4 horas a 37°C, tras lo cual se detectd la cantidad de LDH liberada desde las células diana usando un
sistema de deteccion fluorescente. Se determind el porcentaje de ADCC normalizando la actividad LDH de fondo
(diana y NK juntas sin anticuerpo), actividad LDH experimental ajustada contra la actividad LDH total presente en las
células diana (actividad LDH espontanea presente en las células diana solas ajustada con TritonXI OO células diana
lisadas). Tal como se muestra en la Figura 25, muchas de las variantes con afinidad de FcyRIlb mejorada, pero
todavia inferior o equivalente a la afinidad de FcyRllla comparada con IgG1 natural, que incluye S267E,
G236D/S267E y S267E/L328F, carecen de actividad ADCC. Esto se atribuye a su afinidad reducida o eliminada por
los FcyRs, particularmente el FcyRIlla que es el Unico FcyR expresado en células NK.

Las inmunoglobulinas también fueron evaluadas para determinar su capacidad para mediar en la fagocitosis por
parte de macrofagos. Las células diana fueron células RS4; 11, una linea de células B humanas inmortales
derivadas de células de leucemia. Los macrofagos expresan una variedad de FcyRs, que incluyen FcyRI, FcyRllia,
FcyRIIb y FcyRllla. Se diferenciaron monocitos purificados en presencia de factor estimulante de colonia de
macrofagos durante 5 dias en macréfagos. Los macréfagos fueron mezclados con células RS4;11 marcadas
fluorescentemente (PKH26) en suero AB humano al 10% en RPMI seguido de la adicién de anticuerpos anti-CD19 y
fueron incubados durante 4 horas a 37°C. Se afadieron a la mezcla de reaccion anticuerpos de CD14 y CD11b
conjugados a APC, se lavaron y se fijaron. Se determiné la fagocitosis mediante el porcentaje de CD14+CD11b+ y la
poblacién positiva doble PKH26 se dividié por el nimero total de tumores tefidos. Los datos se muestran en la
Figura 26. La IgG1 anti-CD19 y la variante S239D/I332E demostraron fagocitosis. Por el contrario, las variantes con
afinidad a FcyRIIb potenciada, aunque redujeron la afinidad por los receptores activantes, incluyendo S267E/L328F
y G236D/S267E, tuvieron poca o ninguna actividad fagocitica, comparable al anticuerpo de control que atacaba
RSV.

Las inmunoglobulinas también fueron evaluadas para determinar su capacidad para mediar la CDC. Se usé la
liberacién de azul de alamar para monitorizar la lisis de una linea de células B diana por parte de complemento de
suero humano. Se lavaron células Raji (una linea de células B inmortal) en medio FBS al 10% mediante
centrifugacion y resuspension, y se cargaron en placas de 96 pocillos a 40.000 células por pocillo. Se afadieron
anticuerpos variantes anti-CD19 o de control anti-CD20 Rituxan en diluciones de <1>[Lambda] veces hasta las
concentraciones finales indicadas. Se diluyé complemento de suero humano (Quidel) 1 a 5 con medio y se anadié a
células diana opsonizadas con anticuerpo. Las placas fueron incubadas durante 2 h a 37°C, se afiadié azul de
alamar, las células se cultivaron durante una noche, y se midi6é la fluorescencia. Los datos de este ensayo se
muestran en la Figura 27. Al contrario que el control anti-CD20, los anticuerpos variantes anti-CD19 no mediaron en
la actividad CDC contra células B.

Ejemplo 8. Los datos in vivo demuestran el potencial para tratar trastornos autoinmunes o inflamatorios

Un sello distintivo de la autoinmunidad en ratones y humanos es la desregulacion de la expresion de FcyRIlb que da
como resultado un menor nivel superficial de este receptor inhibidor, lo que conduce a un nivel elevado de activacion
de células B y el consecuente fallo de la inhibicion de células B auto-reactivas y la produccién de células plasmaticas
que secretan inmunoglobulinas especificas de auto-antigeno. Dichos complejos inmunes de inmunoglobulina auto-
reactivos son agentes etiolégicos en varios fallos organicos en la autoinmunidad sistémica y en otras inflamaciones
artriticas tales como el lupus sistémico eritematoso (SLE) y la artritis reumatoide (RA). Las inmunoglobulinas
descritas en la presente memoria fueron evaluadas usando un modelo de ratén huPBL-SCID como representante,
examinando la actividad de célula B medida por el nimero de células B y el desarrollo de células plasmaticas
mediante la deteccion de las inmunoglobulinas especificas de antigeno. En este método, PBLs humanas
procedentes de donantes normales o enfermos (p.ej., de SLE o RA) son injertadas en ratones SCID inmuno-
deficientes y son tratadas con la inmunoglobulina inhibidora descrita en la presente memoria, a continuacion son
enfrentadas a un antigeno para examinar el curso del desarrollo de células B en células plasmaticas. En tal caso, la
produccion de inmunoglobulinas especificas de antigeno es inhibida, de lo que se puede deducir la inhibicion tanto
de la activacion de células B como de la diferenciacion de las mismas.

El protocolo para este estudio se proporciona en la Figura 28A. Cuatro grupos diferentes de ratones con cinco
ratones en cada grupo fueron injertados con PBLs humanos procedentes de un donante sano. En el dia 16, articulos
de ensayo que consistian en PBS (control de vehiculo), anti-CD19 con Fc de IgG1 nativa (anti-CD19 IgG1 WT), anti-
CD19 con Fc de IgG1 con afinidad potenciada por FcyRIIb (anti-CD19 S267E/L328F) o anti-CD20 de IgG1
Rituximab fueron administrados a 10 mg/kg dos veces por semana durante un total de 6 dosis. En el dia 24, se
realizd una exposicion a antigeno con fragmento C de toxoide del tétanos, y los ratones fueron sacrificados en los
dias 31 y 38. Se examino la produccion de anticuerpos especificos de toxoide del tétanos (TT). Los resultados de
este experimento se muestran en la Figura 28B. Los datos muestras que antes de la exposicion a antigeno, el nivel
de anticuerpos especificos anti-TT era muy bajo en todos los grupos. Tras la inmunizacion, el grupo de control de
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PBS no tratado mostré el nivel mas elevado de anticuerpos especificos anti-TT. En comparacion, el anticuerpo anti-
CD20 agotador de células B produjo un nivel bajo de anticuerpos especificos de antigeno. Tras la inmunizacion, el
grupo anti-CD19 S267E/L328F mostrd el nivel mas bajo de anticuerpos especificos de antigeno, mientras que el
anti-CD19 IgG1 WT produjo un nivel mayor de anticuerpos especificos de antigeno. Estos datos in vivo demuestran
que el anticuerpo anti-CD19 con afinidad mejorada a FcyRIlb es capaz de inhibir la activacion de células B y la
diferenciacion de células plasmaticas secretoras de inmunoglobulina, y por tanto confirman el potencial de las
inmunoglobulinas descritas en la presente memoria para tratar trastornos autoinmunes e inflamatorios.

Ejemplo 9. Co-enfrentamiento de FcyRIIb y otros antigenos diana

El uso de anticuerpos para co-enfrentar CD19 y FcyRIIb es un ejemplo de cémo el co-enfrentamiento simultaneo de
alta afinidad de un antigeno de célula B y FcyRIIb puede usarse para inhibir la activacién o la proliferacion de células
FcyRIIb+. Como se ha discutido previamente, el FcyRIlb es un regulador negativo de una serie de tipos celulares,
que incluyen, aunque sin limitacion, células B, células plasmaticas, monocitos, macréfagos, células dendriticas,
neutrdfilos, basdfilos, eosindfilos y mastocitos. También se pueden co-enfrentar una variedad de antigenos
expresados en estos tipos de células FcyRIIb+ con unién a FcyRIIb de alta afinidad para inhibir la activaciéon celular
y/o la proliferaciéon celular. La Figura 29 proporciona una serie de ejemplos de antigenos y tipos de células que
pueden ser atacados por las inmunoglobulinas descritas en la presente memoria.

De inicio, no esta claro qué antigenos pueden servir como co-dianas efectivas con el FcyRIIb para la modulacion de
la actividad celular. Un aspecto clave probable de una co-diana potencial es su papel funcional en la célula, y en
particular si sus mecanismos de sefalizacion intracelular (si los hay) solapan con los del FcyRIIb. CD19 es un co-
receptor del complejo BCR, y por tanto la capacidad de co-enfrentamiento de alta afinidad de CD19 y FcyRIIb para
inhibir la activacion de células B probablemente esta relacionada con la asociacion de CD19 con el BCR y el papel
regulador negativo del FcyRIIb en la inhibicion de la activacion estimulada por BCR. Cabe destacar, sin embargo,
que CD19 no esta implicado en el reconocimiento de antigeno, que es la funcion especifica del componente [mu]
(IgM) del BCR. En lugar de CD19, y otras proteinas tales como CD21, CD22, CD72, CD81 y Leu12, son co-
receptores de BCR. Por supuesto, el ataque a otros componentes del BCR, que incluyen el dominio de
reconocimiento de antigeno ([mu], también referido como IgM), y los dominios de sefalizacion CD79a (lg[alfa]) y
CD79b (Ig[beta]), también esta soportado por los datos de la presente memoria. Sin embargo, dados los complejos
mecanismos bioquimicos implicados en la regulacion de la activacion celular y de la proliferacion de estos tipos de
células, la evaluacion de qué antigenos (Figura 29) pueden servir como co-dianas efectivas con FcyRIIb para la
modulacién de la actividad celular requiere de experimentacion.

Para evaluar qué antigenos pueden ser co-dianas efectivas con el FcyRIlb para modular la actividad celular, la
variante S267E/L328F (alta afinidad a FcyRIIb), junto con la(s) variante(s) IgG1 WT y Fc-KO
(<[Lambda]>236R/L328R y/o G236R/L328R) fueron clonadas en anticuerpos especificos para una variedad de otros
antigenos expresados en células FcyRIIb+, que incluyen CD19, CD20, CD22, CD23, CD40, CD52 y CD79b. En
varios casos, se construyeron multiples Fv’s atacando al mismo antigeno para determinar la dependencia de epitopo
de los efectos. La Figura 54 enumera las regiones variables de cadena pesada y ligera (VH y VL) de los anticuerpos
usados. Los genes VH y VL que atacan a estos antigenos fueron construidos mediante sintesis génica, y las
variantes fueron construidas, expresadas y purificadas como se ha descrito anteriormente.

El efecto de un co-enfrentamiento de alta afinidad de estos antigenos con FcyRIlb se evalu6é usando el ensayo de
viabilidad de células B de luminiscencia dependiente de ATP como se ha descrito anteriormente. Las Figuras 30-35
muestran los resultados de estos experimentos. Los datos indican que el CD79b también es una co-diana efectiva
para usar el co-enfrentamiento de FcyRIIb de alta afinidad para inhibir la activacion de células B. Esto es consistente
con su papel como componente de sefializacion del complejo BCR. Los resultados usando dos anticuerpos anti-
CD19 adicionales nuevamente confirmaron la adecuacion de este antigeno para controlar la activacion de células B
usando una co-ligacion de FcyRIIb de alta afinidad, independientemente del epitopo especifico atacado. Por el
contrario, no se observé ningun efecto de co-enfrentamiento de FcyRlIIb de alta afinidad para los anticuerpos con
especificidad por CD20, CD23 y CD52. Inesperadamente, el ataque dual de FcyRIIb usando anticuerpos que tienen
especificidad por CD22 y CD40 dio como resultado un aumento de la activacion de células B. En el caso del CD22,
esto puede deberse a su funcién como regulador negativo para la activacion de BCR. En el caso del CD40, esto
puede deberse a su funcion como regulador positivo de la activacion de células B a través del enfrentamiento en la
interfaz de células T. Es sabido que algunos de los anticuerpos usados son agonistas, es decir, que su unién a
CD40 sobre células B y otras células promueve la sefalizacion positiva y la activacion de células B. En cierto
sentido, estos anticuerpos estan imitando la sefial de co-activacion de una célula T. La dependencia de anticuerpo (y
por tanto de epitopo) de esta activacion probablemente esta relacionada con la capacidad de los anticuerpos para
agonizar. La razoén para el incremento del agonismo y la estimulacion de las células B tras un enfrentamiento de alta
afinidad (S267E/L328F) de FcyRIlb, pero no usando IgG1 WT o Fc-KO, aun no esta clara, y requiere estudios
adicionales.

Anticuerpos seleccionados dirigidos a otros antigenos fueron evaluados también en términos de su capacidad para
inhibir la movilizacién de calcio intracelular usando el ensayo descrito anteriormente. Los resultados de la Figura 36
coinciden bien con los datos del ensayo de viabilidad de células B. Mientras que la co-ligaciéon de alta afinidad de
FcyRIIb y CD23 no tuvo ningun efecto sobre la movilizacion de calcio, el CD79b es una co-diana efectiva para la
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inhibicion de calcio. La co-ligacion de FcyRIIb de alta afinidad con CD22 y CD40 dio como resultado un aumento de
la movilizaciéon de calcio, nuevamente en consonancia con los resultados de viabilidad.

Para realizar un escrutinio con un conjunto mayor de antigenos usando reactivos comerciales, se desarrollé un
nuevo método para evaluar la capacidad del co-enfrentamiento FcyRIllb/antigeno para inhibir la actividad celular.
Esta estrategia usa una version haptenizada de un anticuerpo o ligando que tiene especificidad por el antigeno
diana, junto con versiones variantes de un anticuerpo anti-hapteno. Este concepto se ilustra en la Figura 37. En la
técnica se conoce una variedad de haptenos que pueden usarse para esta estrategia, que incluyen, aunque sin
limitacion, FITC, biotina y nitrofenilo.

Los genes VH y VL del anticuerpo anti-FITC 4-4-20 fueron construidos mediante sintesis génica, y se construyeron
variantes con afinidad potenciada por FcyRIIb (S267E/L328F), junto con IgG1 WT y variante(s) de FcyR bloqueado
(<[Lambda]>236R/L328R y/o G236R/L328F). Se construyeron anticuerpos, se expresaron y se purificaron como se
ha descrito anteriormente. Se adquirieron anticuerpos comerciales dirigidos contra los antigenos mu ([mu]), CD19,
CD20, CD21, CD24, CD35, CD45RA, CD72, CD79a, CD79b, CD80, CD81, CD86 y HLA-DR en Beckman Coulter
(Fullerton, CA), BD Pharmingen (San Jose, CA), AbD Serotec (Raleigh, NC) o GenTex, Inc. (San Antonio, TX). El
reactivo de marcado FITC (Pierce Biotech, Inc., Rockford, IL) se usé para marcar los anticuerpos comerciales seguin
el protocolo suministrado a temperatura ambiente o a 37°C durante 1 hora. Tras el marcado, la marca sin reaccionar
fue eliminada usando columnas BioSpin P-6 o P-30 de BioRad (Hercules, CA) y se usd con concentraciones
variables de anticuerpos anti-FITC en experimentos de proliferacién, como se ha descrito anteriormente.

La eficacia de la estrategia de hapteno para realizar el escrutinio de antigenos fue confirmada primeramente usando
anticuerpos anti-[mu] y anti-CD19, dos antigenos conocidos por mediar en la actividad inhibidora tras un co-
enfrentamiento de alta afinidad con FcyRIIb. Las Figuras 38 y 39 muestran que las variantes de anticuerpo anti-FITC
con alta afinidad por FcyRlIIb, pero no por IgG1 WT o las variantes Fc-KO, son capaces de inhibir la activacion de
células B en presencia de anticuerpos anti-mu y anti-CD19 marcados con FITC. Estos datos son consistentes con la
estrategia anterior en donde las variantes eran incorporadas directamente en el anticuerpo con especificidad por
CD19 o mu, y de este modo confirman el uso de la estrategia de hapteno para realizar el escrutinio de antigenos
diana en funcién de su capacidad para modular la actividad celular tras un co-enfrentamiento de alta afinidad con
FcyRlIlb.

Las Figuras 40-52 muestran datos de viabilidad de células B por luminiscencia dependiente de ATP usando las
versiones de variante de Fc de anticuerpos anti-FITC y anticuerpos dirigidos a CD20, CD21, CD24, CD35, CD45RA,
CD72, CD79a, CD79b, CD80, CD81, CD86 y HLA-DR. Se observé actividad inhibidora para el ataque a CD79a y
CD79b, en consonancia con su papel en la sefalizacion de BCR. El ataque a CD81 y HLA-DR dio como resultado
una posible inhibicion. El papel del CD81 como co-receptor de BCR pareceria apoyar el resultado para este
antigeno. La adecuacion de estos antigenos como co-dianas para controlar la activacion celular usando union de
FcyRIIb de alta afinidad requiere mas estudio. Se observd actividad estimuladora para el co-ataque a CD72 con
afinidad de FcyRllb de alta afinidad.

La Figura 53 proporciona un sumario de los resultados del escrutinio de antigeno diana tanto de la estrategia de
variante de Fc como de la estrategia de hapteno. Los datos indican que las inmunoglobulinas que se co-enfrentan
con alta afinidad tanto a FcyRIIb como a [mu], CD19, CD79a, Cd79b, CD81 y HLA-DR, tienen potencial para inhibir
la activacion de células FcyRIlb+. Los datos también indican que las inmunoglobulinas que se co-enfrentan con alta
afinidad tanto a FcyRIlb como a CD22, CD40 y CD72 tienen potencial para estimular células FcyRIIb+. En global, los
resultados de este trabajo sugieren que el enfrentamiento simultaneo de alta afinidad de FcyRIIb y antigenos
implicados o asociados al complejo BCR, que incluyen [mu], CD79a, CD79b, CD19, CD21, CD22, CD72, CD81 y
Leu13, son métodos para controlar la activacion, proliferacion y/o viabilidad de células B.

59



10

15

20

ES 2659517713

REIVINDICACIONES
1. Una inmunoglobulina anti-CD19 que tiene afinidad por CD19 en una célula B, que comprende:
una cadena ligera;

una cadena pesada que comprende una regidon de Fc humana que tiene al menos dos modificaciones de
aminoacido en la region de Fc en comparacion con el polipéptido Fc original de partida, comprendiendo las al menos
dos modificaciones de aminoacido las sustituciones S267E y L328F, en donde la numeracion es segun el indice EU
como en Kabat, y

en donde la inmunoglobulina se une a FcyRIIb y se co-enfrenta a CD19 sobe la superficie de la célula y a un FcyRIIb
sobre la superficie de la célula.

2. La inmunoglobulina segun la reivindicacion 1, que comprende:

una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1; y
una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2.
3. La inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende:

una cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7; y

una cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 9.

4. Una composicion farmacéutica que comprende la inmunoglobulina segun una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

5. Un acido nucleico que codifica una secuencia de cadena ligera y una secuencia de cadena pesada segun una
cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

6. La inmunoglobulina segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes para uso como medicamento.
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Figura 1A
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Figura 1B
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Figura 2A
Posicion
Alotipo | Alotipo
214 356 358 431
G1m(1,17) | Gim(a,z) K DL A
G1m(1,2,17)G1m(a,x,z) K DL G
G1m(3) G1m(f) R EM A
G1m(1,3) | G1m(a.f) R DL A
Figura 2B
Posicion
Alotipo Alotipo
282
G2m(23) | G2m(n+) Vv
G2m(n-) M
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Figura 3
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Figura 4
Posiciones FcyR que contribuyen a la selectividad de
union FeyRIIb:FcyRllla
FcyRIlb  FeyRllla(V) FcyRIllb FeyRlilla(V)
Posicion humano  humano | Posicion humano  humano

116 v H 113 K T

154 N L 152 T R

159 L N 158 T K

86 E G 112 D N

157 Y S 126 S G

132 S H 19 E K

130 S F 129 F Y

114 P A 127 K R

131 R H 18 Q E

134 P S 60 N \Y

160 Y Y 150 H F

85 S [ 59 N T

Figura 5
Posiciones de IgG que contribuyen a la selectividad de union FcyRllb:FcyRllla
Posicion 1gG1 1gG2 1gG3 1gG4 | Posicion I1gG1 1gG2 1gG3 IgG4

236 G _ G G 269 E E E E
237 G G G G 266 \Y vV v vV
235 L A L L 332 1 ol |
329 P P P P 325 N N N N
298 S S S S 270 D D D D
239 S S S S 268 H H H Q
265 D D D D 326 K K K K
327 A G A G 331 P P P S
330 A A A S 264 vV V vV Y
297 N N N N 233 E P E E
267 S S S S 240 Vv v vV Y
234 L V L F 241 F F F F
238 P P P P 263 Vv V vV Y
299 T T T T 300 Y F F Y
328 L L L L
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Figura 6
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Figura 7
. S §s &5 2§ =g
Foni— — — — —
Sustitucion(es) 53 %_ = % = o :5 =
NG otk pone T 2 ye
IgG1 WT 329 646 859 1467 191
L234DIG236N/S267E 1180 287
L234D/S267E 11500 67.7 67.8 1370
L234E/H268D 249
L234E/S267E 2510 n.d. 80.4 97 n.d.
L234E/S267E/.328F 7750 8920 4.93 7.53 n.d.
L234F 9110 n.d. 3760 3590 nd.
L234F/G236N n.d. n.d.
L234F/S236D n.d. n.d.
L234F/S267E 498 1270 416 55.7 2040
L234G 10000 10000
L234 15500 13600
L234K 100000 100000
L234N n.d. n.d.
L234P 60700 22800
L234Q 23100 10000
L2348 1240 7640
L234V 6425 3221
L234W 10500 1160 1897 1771 6590
L234W/G236D/S239E/S267E 151 129
L234W/H268D/L328Y 248
L234W/L328Y/I332E 232
L234W/S239D/L328Y 44.8
L234W/S239E/S267E 8.72 34.7
L234Y 16800 61900
L235A 18400 13300 5178 4183 609
L235D/5239D 357
L235D/S267E 854000 n.d, 66.1 88.1 n.d.
L235D/S267E/L328F 573000 2350 6.45 18.2 n.d.
L235E 2580 2668
L235F/H268D/L328Y 370
L235F/L328Y/1332E 443
L235F/S239D/L328Y 215
L235F/S267E 18700 1610 26.4 51.7 nd.
L235H 1136 1998
L2351 16700 3580 1289 1615 212
L235N 24100 10000
L235P 7013 251022
L235Q 420 n.d.
L235R 838 263
L2355 100000 100000
L2355/S267E 1200 37800
L235T/S267E 281 619
L235W n.d. nd.
L235Y 142000 479 669 1400 380
L235Y/G236D/S26TE nd. n.d. 88.8 58.7 n.d.
L235Y/S239D/S267E 307 617 8.68 12.6 735
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Sustitucion(es)

L235Y/5267D
L235Y/S267VE
L235Y/S267E/M268E
L235Y/S267E/N328F
G236A/G237A
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S5239D/H268D/L328Y/I332E

ES 2659517713

FeyRI
Kd (pM)
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3650
4478
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Kd {nM)
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FeyRIlaR
Kd (nM)

229
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Sustitucion(es)

S5239D/H268E/L328Y
S52390/1332E
S238D/K326D/L328Y
S2390/L328F/1332E
§5239D/L328Y
5239D/L328YN332E
S239D/5267A/L328Y
$239D/s267D
5239D/S267E
S239D/S267E/MH268E
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S239D/S26TE/L328F
S239E

S239N
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D265E

V266D
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V266M/SZ67E
S267A
S267A/H268D/L328Y
S267TAIL328Y/I332E
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S267D/H268D
S267D/H2Z68E
S267E
S267E/A327D
S267E/A32TE
S267E/H268D
S267E/H268E
S267E/H268E/L328F
S267E/L328F
S267E/L328H
S26TE/L328I
S267E/L328Q
S267E/L328Y
S267E/N325L

S267G

H268D
H26BD/A327D
H268D/A327D/L328Y
H268D/K326D/L328Y
H268D/L328F/I1332E
H268D/L328W/I332E
H268D/L328Y
H268D/L328Y/1332E
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FeyRI
Kd (pM)

37.4

14.2
326

227
200

264
166
287

156

117
198
143

93.5

333
220

1470
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140

FcyRllaH
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Kd (nM)
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1249
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1007
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1220
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28
200
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29.3

206
3.4
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20.7
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101
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13.3

6.91
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408
137
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213
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71.9
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47.5
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121
341
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36.9
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[
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-5 I &=
Sustitucion(es) %& = <
L2 S2 £=
H268E 120 453 269
H268E/L328Y/I332E
H268N 481
H2680Q 544
5298D 592
S5298E n.d.
S298L
$298M
5298Q n.d.
K326A
K326D/L328Y/1332E
K326E
K326wW
A327D 160 882 536
A32TD/L328Y/N332E
“A327G 2692
A327L
A327N 11800  nd. 1410
A327Q 1354
L328E
L328F 452 2360 166
L328Y/1332E
P329E 10000
A330D
A330H
A330K
A330S
P331S
IgG1/2ELLGG 161 428 481
lgG1/2ELLGG_S267E/L328F 140 651 3.19
G236R/L328R n.d. nd. n.d.
A236R/L328R n.d. n.d. n.d.
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FcyRilb
Kd (nM)
FeyRIllaV
Kd (nM)
FeyRlIllaF
Kd (nM}

560
172
1250
n.d.
1840
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
553
241
483
1100 481
636
4159
n.d.
1740 n.d.
133661
n.d.
541 58408
705
10000
n.d.
n.d.
947
23100
39400
563 667
6.63 n.d.
n.d. n.d. n.d.
n.d. n.d. n.d.
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Figura 8
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Figura 12

Unién en superficie celular de células 293T transfectadas con FcgRIlb

300001
WT IoG1

SZ38DN3IFZE
S267E
S267D
5239D
A327TD

e + 4« =0

ol

° s 10 5 20 25 30
Log10[Anticuerpo (ng/mL)]

Unién en superficie celular de células 293T transfectadas con FcgRIlb

30000~
= WTIigG!
+ S239DN1332E I

MFI

10000

a0 0.5 1fll 1?5 20 25 30
Log10[Anticuerpo (ng/mL)]

Unién en superficie celular de células 293T transfectadas con FegRIlb

sooood @ WTWGs
& S$239D/1332E
* S267E
SO0, \2EMYS267E
® S267E/H268E
400004 g
i
= 30000
20000
10000+
o T, 7 v v v y
0.0 a5 10 15 20 25 10
Log10[Anticuerpo (ng/mL)]
Unidn en superficie celular de células 293T transfectadas con FegRIlb
= WTIgG1 « GZ3BDISBIE
soooot @ SZ6TE/LIZF
500004
40000
i
= 30000
200004
10000

0.0 ilti 1:0 ljS 270 25 30
Log10[Anticuerpe (ng/mL}]

79



ES 2659517713

Unién en superficie celular de células 293T transfectadas con FegRIlb
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Luminiscencia dependiente de ATP
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Figura 15A
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Figura 16
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Luminiscencia de ATP
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Figura 19
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Figura 21
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Figura 23
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Figura 25
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Figura 28A
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Figura 29
Antigeno Expresion Funcién
CD19 B, DC Co-receptor de BCR
CcD20 B Regulador Ca++ membrana
CD21 (CR2) B, DC Co-receptor de BCR
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Luminiscencia de ATP
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Figura 30
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Luminiscencia de ATP
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Figura 32
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Luminiscencia de ATP

Figura 34A
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Figura 35
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Fluorescencia de Fluo-4
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Figura 36A
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Fluorescencia de 4-Fluo
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Figura 36C
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Figura 37
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Luminiscencia dependiente de ATP
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Figura 38
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Luminiscencia de ATP
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Figura 40A
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Figura 41
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Luminiscencia de ATP
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Figura 43

——a-FITC-WT_lgG1 + a-CD24-FITC
=~ a-FITC-S26TE/L328F + a-CD24-FITC

- a-FITC-WT_IgG1 + a-CD21-FITC
~@- a-FITC-S267E/L328F + a-CD21-FITC

1]
0.1

1.2%10%
1.1=1054
1.0=105+
9.0=10°
8.0x10%4
T.02105
6,0%10 %
5.0=10%4
4.0=10%
3.0=10%4
2.0%103%4
1.0x10 %+

) 1
1 10 100 1000 10000

Anticuerpo (ng/mL)

Figura 44

=i anti-CD35-FITC + anti-FITC-G236R/L328R
=8~ anti-CD35-FITC + anti-FITC-S26TE/L328F

0
0.01

L]
0.1 1 10 100 1000

Anticuerpo (ng/mL)

106



Luminiscencia de ATP

Luminiscencia de ATP

ES 2659517713

Figura 45
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Luminiscencia dependiente de ATP
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Figura 47
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Figura 49
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Figura 51
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Figura 33

Antigeno Estrategia Viabilidad de células B Liberacion de calcio
m Hapteno Inhibidor ND
CcD19 Variante de Fe¢ Inhlib.idor Inhibidor

Hapteno Inhibider ND
CD20 Variante de Fc No act.ivo ND

Hapteno No activo ND
CD21 Hapteno No activo ND
CD22 Variante de Fc Estimulador Estimulador
CD23 Variante de Fc No activo Nao activo
CD24 Hapteno No activo ND
CD35 Hapteno No activo ND
CD40 Variante de Fc Estimulador Estimulador
CD45RA Hapteno No activo ND
CD72 Hapteno Estimulador ND
CD79a Hapteno Inhibidor ND
CD79b Variante de Fo Inh.ib.idor Inhibidor

Hapteno Inhibidor ND
CD80 Hapteno No activo ND
CD81 Hapteno Posiblemente inhibidor ND
CD86 Hapteno No activo ND
HLA-DR Hapteno Posiblemente inhibidor ND

ND = no determinado
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Figura 54

HuAM4G7 VL (SEQ ID NO:1)
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLONVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNS
GVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIK

HuAMA4GY VH (SEQ ID NO:2)
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTKY
NEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS

Cadena ligera Ckappa (SEQ ID NO:3)
RTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVYVCLLNNFYPREAKVOQWKVYDNALQSGNSQESVTEQD
SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena constante de lgG1 nativa (SEQ ID NO:4)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVWDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena constante de lgG1 S267E/L328F (SEQ ID NO:5)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVEHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVYMHEALHNHYTOQKSLSLSPGK

Cadena constante de lgG1 G236D/S267E (SEQ ID NO:6)
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVWTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLDGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVEHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena ligera de HUAM4G7 (VH-CK) (SEQ ID NO: 7}
DIVMTQSPATLSLSPGERATLSCRSSKSLONVNGNTYLYWFQQKPGQSPQLLIYRMSNLNS
GVPDRFSGSGSGTEFTLTISSLEPEDFAVYYCMQHLEYPITFGAGTKLEIKRTVAAPSVFIFP
PSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVOQWKVYDNALQSGNSQESYVTEQDSKDSTYSLSSTL
TLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Cadena pesada de lgG1 de HUAM4GT (SEQ ID NO:8)
EVOLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTKY
NEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSWVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVVWDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHOQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGOQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada HuAM4G7 S267E/L328F (SEQ ID NO:9)
EVOLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVYMHWVRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTKY -
NEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVWTVPSSSLGTOTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPS
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VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVWDVEHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSNKAFPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Cadena pesada de HuAM4G7 G236D/S267E (SEQ ID NO:10)
EVQLVESGGGLYKPGGSLKLSCAASGYTFTSYVMHWYRQAPGKGLEWIGYINPYNDGTKY
NEKFQGRVTISSDKSISTAYMELSSLRSEDTAMYYCARGTYYYGTRVFDYWGQGTLVTVSS
ASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSG
LYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLDGPS
VFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVEHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTY
RVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKN
QVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN
VFSCSVYMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

anti-RSV Numax VL (SEQ ID NO:11)
DIOMTQSPSTLSASVGDRVTITCSASSRVGYMHWYQQKPGKAPKLLIYDTSKLASGVPSRF
SGSGSGTEFTLTISSLOPDDFATYYCFQGSGYPFTFGGGTKVEIK

anti-RSV Numax VH (SEQ ID NO:12)
QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTFSGFSLSTAGMSVGWIRQPPGKALEWLADIWWDDKKH
YNPSLKDRLTISKDTSKNQVVLKVTNMDPADTATYYCARDMIFNFYFDVWGQGTTVTVSS

anti-FITC VL {SEQ ID NO:13)
DVWMTQTPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVHSNGNTYLRWYLQKPGQSPKVLIYKVSNRFS
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHVPWTFGGGTKLEIK

anti-FITC VH (SEQ ID NO:14)
EVKLDETGGGLVQPGRPMKLSCVASGFTFSDYWMNWVRQSPEKGLEWVAQIRNKPYNYE
TYYSDSVKGRFTISRDDSKSSVYLOMNNLRVEDMGIYYCTGSYYGMDYWGQGTSVTVSS

anti-CD79b SN8 VL (SEQ ID NO:15)
DIVLTQSPASLAVSLGQRATISCKASQSVDYDGDSFLNWYQQKPGQPPKLFIYAASNLESGI
PARFSGSGSGTDFTLNIHPVEEEDAATYYCQQSNEDPLTFGAGTELELK

anli-CD79b SN8 VH (SEQ |D NO:16) _
EVALQOSGAELMKPGASVKISCKATGYTFSSYWIEWVKQRPGHGLEWIGEILPGGGDTNY
NEIFKGKATFTADTSSNTAYMQLSSLTSEDSAVYYCTRRVPVYFDYWGQGTSVTVSS

anti-CD20 Pro70769 VL (SEQ ID NO:17)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASSSVSYMHWYQQKPGKAPKPLIYAPSNLASGVPSRF
SGSGSGTDFTLTISSLOQPEDFATYYCQQWSFNPPTFGQGTKVEIK

anti-CD20 Pro70769 VH (SEQ ID NO:18)
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYNMHWVRQAPGKGLEWVGAIYPGNGDTS
YNQKFKGRFTISVDKSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYCARVVYYSNSYWYFDVWGQGTLVT
VSS

anti-CD52 Campath VL (SEQ ID NO:19)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKASQNIDKYLNWYQQKPGKAPKLLIYNTNNLQTGVPSRF
SGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCLQHISRPRTFGQGTKVEIK

anti-CD52 Campath VH (SEQ ID NO:20)
QVQLAQESGPGLVRPSQTLSLTCTVSGFTFTDFYMNWVRQPPGRGLEWIGFIRDKAKGYTT
EYNPSVKGRVTMLVDTSKNQFSLRLSSVTAADTAVYYCAREGHTAAPFDYWGQGSLVTVS
S

anti-CD23 SE8 VL (SEQ ID NO:21)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIRYYLNWYQQKPGKAPKLLIYVASSLQSGVPSRF
SGSGSGTEFTLTVSSLQPEDFATYYCLQVYSTPRTFGQGTKVEIK
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anti-CD23 5E8 VH (SEQ ID NO:22)
EVQLVESGGGLAKPGGSLRLSCAASGFRFTFNNYYMDWVRQAPGQGLEWVSRISSSGDP
TWYADSVKGRFTISRENANNTLFLOMNSLRAEDTAVYYCASLTTGSDSWGQGVLVTVSS

anti-CD23 C11 VL (SEQ ID NO:23)
DIVITQDELSNPVTSGESVSISCRSSKSLLYKDGKTYLNWFLOQRPGQSPALLMYLMSTRASG
VSDRFSGSGSGTDFTLEISRVKAEDVGVYYCQQLVEYPFTFGSGTKLEIK

anti-CD23 C11 VH (SEQ 1D NO:24)
EVKLEESGGGLVAPGGSMKLSCVASGFTFSGYWMSWVRQSPEKGLEWVAEIRLKSDNYA
THYAESVKGKFTISRDDSKSRLYLOMNS|L RAEDSGVYYCTDFIDWGQGTLVTVSS

anti-CD22 RFB4 VL (SEQ ID NO:25)
DIQMTQTTSSLSASLGDRVTISCRASQDISNYLNWYQQKPDGTVKLLIYYTSILHSGVPSRFS
GSGSGTDYSLTISNLEQEDFATYFCQQGNTLPWTFGGGTKLEIK

anti-CD22 RFB4 VH (SEQ ID NC:26)
EVQLVESGGGLVKPGGSLKLSCAASGFAFSIYDMSWVRQTPEKRLEWVAYISSGGGTTYY
PDTVKGRFTISRDNAKNTLYLOMSSLKSEDTAMYYCARHSGYGSSYGVLFAYWGQGTLVT
TSA

anti-CD40 PECD40 VL (SEQ ID NO:27)
DIQMTQSPSSVSASVGDRVTITCRASQGIYSWLAWYQQKPGKAPNLLIYTASTLQSGVPSR
FSGSGSGTDFTLTISSLAPEDFATYYCQQANIFPLTFGGGTKVEIK

anti-CD40 PFCD40 VH (SEQ 1D NO:28)
QVQAQLVAQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFTGYYMHWVRQAPGQGLEWMGWINPDSGGT
NYAQKFQGRVTMTRDTSISTAYMELNRLRSDDTAVYYCARDQPLGYCTNGVCSYFDYWG
QGTLVTVSS

anti-CD40 S2C6 VL (SEQ ID NO:29)
DVVVTQTPLSLPVSLGAQASISCRSSQSLVHSNGNTFLHWYLQKPGQSPKLLIYTVSNRFS
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQTTHVPWTFGGGTKLEIQ

anti-CD40 S2C6 VH (SEQ 1D NO:30)
EVQLQASGPDLVKPGASVKISCKASGYSFTGYYIHWVKQSHGKSLEWIGRVIPNNGGTSYN
QKFKGKAILTVDKSSSTAYMELRSLTSEDSAVYYCAREGIYWWGHGTTLTVSS

anti-CD40 G28.5 VL (SEQ ID NO:31)
DAVMTQNPLSLPVSLGDEASISCRSSQSLENSNGNTFLNWFFQKPGQSPQLLIYRVSNRFS
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCLQVTHVPYTFGGGTTLEIK

anti-CD40 G28.5 VH (SEQ 1D NO:32)
DIQLQOSGPGLVKPSQSLSLTCSVTGYSITTNYNWNWIRQFPGNKLEWMGYIRYDGTSEYT
PSLKNRVSITRDTSMNQFFLRLTSVTPEDTATYYCARLDYWGQGTSVTVSS

anti-CD40 5D12 VL (SEQ ID NO:33)
ELQLTQSPLSLPVSLGDQASISCRSSQSLVNSNGNTYLHWYLQKPGQSPKLLIYKVSNRFS
GVPDRFSGSGSGTDFTLKISRVEAEDLGVYFCSQSTHVPWTFGGGTKLEIK

anti-CD40 5012 VH (SEQ ID NO:34)
QVKLEESGPGLVAPSQSLSITCTVSGFSLSRYSVYWVRQPPGKGLEWLGMMWGGGSTDY
NSALKSRLSISKDTSKSQVFLKMNSLQTDDTAMYYCVRTDGDYWGQGTSVTVSS

anti-CD19 HD37 VL (SEQ ID NO:35)
DILLTQTPASLAVSLGQRATISCKASQSVDYDGDSYLNWYQQIPGQPPKLLIYDASNLVSGIP
PRFSGSGSGTDFTLNIHPVYEKVDAATYHCQQSTEDPWTFGGGTKLEIK

anti-CD 19 HD37 VH (SEQ 1D NO:36)
QVALQASGAELVRPGSSVKISCKASGYAFSSYWMNWVKQRPGQGLEWIGQIWPGDGDT
NYNGKFRGKATLTADESSSTAYMQLSSLASEDSAVYFCARRETTTVGRYYYAMDYWGQG
TSVTVSS
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anti-CD19 2104 VL (SEQ ID NO:37)
AIQLTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISSALAWYQQKPGKAPKLLIYDASSLESGVPSRF
SGSGSGTOFTLTISSLAPEDFATYYCQQFNSYPYTFGQGTKLEIK

anti-CD19 21D4 VH (SEQ ID NO:38)
EVOQLVQSGAEVKKPGESLKISCKGSGYSFSSSWIGWVRQMPGKGLEWMGIIYPDDSDTRY
SPSFQGQVTISADKSIRTAYLOQWSSLKASDTAMYYCARHVTMWGVIIDFWGQGTLVTVSS

anti-CD19 de ratén 4G7 VL (SEQ ID NO:39)
DIVMTQAAPSIPVTPGESVSISCRSSKSLLNSNGNTYLYWFLORPGQSPQLLIYRMSNLASG
VPDRFSGSGSGTAFTLRISRVEAEDVGVYYYCMQHLEYPFTFGAGTKLELK

anti-CD19 de ratén 4G7 VH (SEQ ID NO:40}
EVQLQQSGPELIKPGASVKMSCKASGYTFTSYVMHWVKQKPGAGLEWIGYINPYNDGTKY
NEKFKGKATLTSDKSSSTAYMELSSLTSEDSAVYYCARGTYYYGSRVFDYWGQGTTLTVS
S B
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