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DESCRIPCION
Variantes de la region Fc con unién al FcRn modificada y procedimientos de uso
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a anticuerpos y polipéptidos de fusion de la region Fc que se modifican
asimétricamente con respecto a su receptor Fc, especialmente su FcRn, la interaccién y procedimientos de uso de los
mismos.

ANTECEDENTES

El receptor Fc neonatal (FcRn) es importante para el destino metabdlico de los anticuerpos de la clase IgG in vivo. El
FcRn funciona rescatando a la IgG de la via de degradacion lisosémica, dando como resultado una depuracion reducida
y una semivida incrementada. Es una proteina heterodimérica que consiste en dos polipéptidos: una proteina similar al
complejo principal de histocompatibilidad de clase | de 50 kDa (a-FcRn) y una microglobulina 2 (82m) de 15 kDa. El
FcRn se une con afinidad alta a la parte CH2-CH3 de la regiéon Fc de un anticuerpo de la clase IgG. La interaccion entre
un anticuerpo de la clase IgG y el FcRn depende del pH y se produce en una estequiometria 1:2, es decir, una molécula
de anticuerpo IgG puede interactuar con dos moléculas de FcRn por medio de sus dos polipéptidos de la region Fc de
cadena pesada (véase, por ejemplo, Huber, A.H., et al., J. Mol. Biol. 230 (1993) 1077-1083).

Por tanto, las propiedades/caracteristicas de la unién al FcRn in vitro de las IgG son indicativas de sus propiedades
farmacocinéticas in vivo en la circulacion sanguinea.

En la interacciéon entre el FcRn y la region Fc de un anticuerpo de la clase IgG participan diferentes residuos de
aminoacidos del dominio CH2 y CH3 de cadena pesada.

Se conocen diferentes mutaciones que influyen en la unién al FcRn y, con ello, en la semivida en la circulacion
sanguinea. Se han identificado residuos de la regién Fc criticos para la interaccién regiéon Fc de ratén-FcRn de ratén
mediante mutagénesis dirigida por sitio (véase, por ejemplo, Dal’Acqua, W.F., ef al. J. Immunol 169 (2002)
5171-5180). Los residuos 1253, H310, H433, N434 y H435 (numeracion de acuerdo con el sistema de numeracion del
indice EU de Kabat) estan implicados en la interaccion (Medesan, C., et al., Eur. J. Immunol. 26 (1996) 2533-2536;
Firan, M., et al., Int. Immunol. 13 (2001) 993-1002; Kim, J.K., et al., Eur. J. Immunol. 24 (1994) 542-548). Se descubrid
que los residuos 1253, H310 y H435 eran criticos para la interaccién de la regién Fc humana con FcRn murino (Kim,
J.K,, et al, Eur. J. Immunol. 29 (1999) 2819-2885).

Se han realizado procedimientos para incrementar la union de la region Fc (y también la IgG) a FcRn mediante la
mutacion de diversos residuos de aminoacidos en la regién Fc: Thr 250, Met 252, Ser 254, Thr 256, Thr 307, Glu 380,
Met 428, His 433 y Asn 434 (véase Kuo, T.T., et al., J. Clin. Immunol. 30 (2010) 777-789; Ropeenian, D.C., et al., Nat.
Rev. Immunol. 7 (2007) 715-725).

La combinacién de las mutaciones M252Y, S254T, T256E se ha descrito por Dall’Acqua et al. para mejorar la unién al
FcRn mediante estudios de interaccion proteina-proteina (Dall’Acqua, W.F., et al. J. Biol. Chem. 281 (2006)
23514-23524). Los estudios del complejo regidon Fc humana-FcRn humano han demostrado que los residuos 1253,
S254, H435 e Y436 son cruciales para la interaccion (Firan, M., et al., Int. Immunol. 13 (2001) 993-1002; Shields, R.L.,
et al., J. Biol. Chem. 276 (2001) 6591-6604). En Yeung, Y.A., et al. (J. Immunol. 182 (2009) 7667-7671) se ha
informado de y examinado diversos mutantes de los residuos 248 a 259y 301 a 317 y 376 a 382y 424 a 437.

Yeung, Y.A,, et al. (Cancer Res. 70 (2010) 3269-3277) describieron un anticuerpo terapéutico anti-VEGF con potencia
incrementada independiente de la semivida farmacocinética con mutaciones seleccionadas del grupo N434A,
T307Q/N434A, T307Q/N434S, V308P/N434A y T307Q/E380A/N434A (IgG1 humana). La farmacocinética mediada
por el receptor FcRn de la IgG terapéutica en el ojo se describe por Kim, H., et al., (Mol. Vis. 15 (2009) 2803-2812). El
documento WO 2014/006217 describié proteinas diméricas que comprenden aminoacidos en tres posiciones
diferentes que son diferentes de las presentes en una IgG1 humana, de las cuales seis pueden formar una estructura
hexamérica en solucion. Las proteinas que contienen Fc que comprenden una region de unién y una regién Fc variante
que pueden provocar una o mas funciones efectoras inmunitarias y/o que se pueden unir a un receptor de Fc mas
eficazmente que una proteina similar que contiene Fc que comprende una regién Fc natural se describen en el
documento WO 2012/125850. El documento WO 210/151792 describié un formato de anticuerpo biespecifico que
proporciona facilidad de aislamiento, que comprende dominios variables de cadena pesada de inmunoglobulina que se
modifican diferencialmente en el dominio CH3, en el que las modificaciones diferenciales son no inmunogénicas o
sustancialmente no inmunogénicas con respecto a las modificaciones de CH3, y al menos una de las modificaciones
da como resultado una afinidad diferencial por el anticuerpo biespecifico para un reactivo de afinidad tal como la
proteina A, y el anticuerpo biespecifico se puede aislar de una célula alterada, de un medio o de una mezcla de
anticuerpos en base a su afinidad por la proteina A. Las composiciones de inmunoglobulina que simultaneamente
coacoplan antigenos, donde uno de los antigenos esta unido bivalentemente y el otro antigeno esta unido
monovalentemente, se describen en el documento WO 2011/028952.
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SUMARIO
La invencién se define en las reivindicaciones.

Se ha descubierto que la unién a FcRn de un anticuerpo o polipéptido de fusion de la region Fc se puede modificar
alterando residuos de aminoacidos en posiciones no correspondientes en los polipéptidos de la region Fc individuales,
ya que estas alteraciones actian conjuntamente en la modificacion de la unién a FcRn. Los anticuerpos y los
polipéptidos de fusion de la region Fc como se informa en el presente documento son utiles, por ejemplo, para el
tratamiento de enfermedades en las que se requieren tiempos de retencion sistémica adaptados individualmente.

En el presente documento, se informa de regiones Fc variantes que tienen propiedades de unién a FcRn modificadas
en comparacién con una regién Fc natural correspondiente. Estas regiones Fc variantes contienen mutaciones
aminoacidicas especificas en el dominio CH2 y/o CH3. Se ha descubierto que estas mutaciones, cuando se usan solas
0 bien en combinacién en la misma cadena pesada o distribuidas en ambas cadenas pesadas de una region Fc,
permiten disefiar a medida la semivida in vivo de la region Fc variante.

En el presente documento se informa de una region Fc de la clase IgG (humana) variante que comprende un primer
polipéptido de la regién Fc y un segundo polipéptido de la region Fc,

en la que

a) el primer polipéptido de la region Fc y el segundo polipéptido de la region Fc se derivan del mismo polipéptido de la
region Fc de la clase IgG (humana) original, y

b) el primer polipéptido de la region Fc tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de aminoacidos
del segundo polipéptido de la region Fc en al menos una posiciéon correspondiente de acuerdo con el sistema de
numeracion del indice EU de Kabat,

con lo que la region Fc de la clase IgG (humana) variante tiene una afinidad diferente por un receptor Fc humano en
comparacion con una regiéon Fc de la clase IgG (humana) que tiene los mismos residuos de aminoacidos (que el
polipéptido de la regiéon Fc humana (original) de a)) en posiciones correspondientes de acuerdo con el sistema de
numeracion del indice EU de Kabat en el primer polipéptido de la region Fc y el segundo polipéptido de la regién Fc.

En el presente documento se informa de una regién Fc de la clase IgG (humana) variante que comprende un primer
polipéptido de la regién Fc y un segundo polipéptido de la region Fc,

en la que

a) el primer polipéptido de la regidn Fc tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de aminoacidos
del segundo polipéptido de la region Fc en al menos una posicion correspondiente de acuerdo con el sistema de
numeracion del indice EU de Kabat,

con lo que la region Fc de la clase IgG (humana) variante tiene una afinidad diferente por un receptor Fc humano en
comparacion con una region Fc de la clase IgG que tiene el mismo residuo de aminoacido (que en una regién Fc
humana correspondiente) en el primer y el segundo polipéptido de la region Fc en la posicion correspondiente.

En el presente documento se informa de una region Fc de la clase IgG (humana) variante que comprende un primer
polipéptido de la regién Fc y un segundo polipéptido de la region Fc,

en la que

a) la secuencia de aminoacidos del primer polipéptido de la region Fc difiere de la secuencia de aminoacidos de un
primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original en uno o mas residuos de aminoacidos,

y

la secuencia de aminoacidos del segundo polipéptido de la region Fc difiere de la secuencia de aminoacidos de un
segundo polipéptido de la region Fc de la clase I1gG original en uno o mas residuos de aminoacidos, y

b) el primer polipéptido de la region Fc tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia de aminoacidos
del segundo polipéptido de la regiéon Fc en al menos una posicion correspondiente de acuerdo con el sistema de
numeracion del indice EU de Kabat,

con lo que la region Fc de la clase IgG (humana) variante tiene una afinidad diferente por un receptor Fc humano en
comparacion con una region Fc de la clase IgG original que comprende el primer y el segundo polipéptido de la region
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Fc de la clase IgG original de a).

En el presente documento se informa de una region Fc de la clase IgG (humana) variante que comprende un primer
polipéptido de la regién Fc y un segundo polipéptido de la region Fc,

en la que

a) la secuencia de aminoacidos del primer polipéptido de la regiéon Fc se deriva de un primer polipéptido de la regién Fc
de la clase IgG original y la secuencia de aminoacidos del segundo polipéptido de la regién Fc se deriva de un segundo
polipéptido de la regidn Fc de la clase IgG original, y

b) en el primer polipéptido de la region Fc y/o en el segundo polipéptido de la regién Fc se introducen una o mas
mutaciones, de modo que el primer polipéptido de la regién Fc tiene una secuencia de aminoacidos que difiere de la
secuencia de aminoacidos del segundo polipéptido de la regiéon Fc al menos en una posicion correspondiente de
acuerdo con el sistema de numeracion del indice EU de Kabat,

con lo que la region Fc de la clase IgG (humana) variante tiene una afinidad diferente por un receptor Fc humano en
comparacioén con una region Fc de la clase IgG que comprende el primer y el segundo polipéptido de la regiéon Fc de la
clase IgG original de a).

Un aspecto de la invencion es una region Fc de la clase IgG que comprende un primer polipéptido de la regiéon Fc
variante y un segundo polipéptido de la region Fc variante,

en la que

a) el primer polipéptido de la region Fc variante se deriva de un primer polipéptido de la regién Fc de la clase IgG
original y el segundo polipéptido de la region Fc variante se deriva de un segundo polipéptido de la regién Fc de la
clase IgG original, con lo que el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es idéntico al o diferente del
segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original, y

b) el primer polipéptido de la region Fc variante difiere del segundo polipéptido de la regién Fc variante en uno o mas
residuos de aminodcidos distintos de aquellos residuos de aminoacidos en los que el primer polipéptido de la region Fc
de la clase IgG original difiere del segundo polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original, y

c) la region Fc de la clase IgG que comprende el primer polipéptido de la region Fc variante y el segundo polipéptido de
la regidn Fc variante tiene una afinidad por un receptor Fc humano que es diferente de la de una region Fc de la clase
IgG que comprende el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original de a) y el segundo polipéptido de la
region Fc de la clase IgG original de a),

en la que el primer polipéptido de la region Fc o bien el segundo polipéptido de la region Fc o ambos polipéptidos de la
regién Fc comprenden independientemente entre si la siguiente combinacion de mutaciones:

- T307H y N434H.

En un modo de realizacion de todos los aspectos, la region Fc de la clase IgG es una regiéon Fc heterodimérica de la
clase IgG (humana) variante.

En un modo de realizacion de todos los aspectos, el primer polipéptido de la regiéon Fc de la clase IgG original y el
segundo polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original son polipéptidos de la region Fc de la clase IgG no humana.

En un modo de realizacion de todos los aspectos, el primer polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original y el
segundo polipéptido de la region Fc de la clase I1gG original son el mismo polipéptido de la region Fc de la clase 1gG.

En un modo de realizacidon de todos los aspectos, el emparejamiento del primer polipéptido de la regién Fc y el
segundo polipéptido de la region Fc para formar una region Fc dimérica (funcional) da como resultado la formacion de
un heterodimero.

En un modo de realizacidon de todos los aspectos, el primer y el segundo polipéptido de la regién Fc difieren
independientemente entre si en al menos un residuo de aminoécido del polipéptido de la regidon Fc de la clase IgG
original respectivo.

En un modo de realizacion de todos los aspectos, la clase IgG se selecciona de las subclases IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4.

En un modo de realizacion de todos los aspectos, el receptor Fc humano se selecciona del receptor Fc neonatal
humano y el receptor Fcy humano.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2749 383 T3

En un modo de realizacién de todos los aspectos, el primer polipéptido de la regiéon Fc difiereen102030405060
7u809010u 11 0 12 residuos de aminoacidos en la posicién correspondiente de acuerdo con el sistema de
numeracion del indice EU de Kabat del segundo polipéptido de la regién Fc.

En un modo de realizacién de todos los aspectos como se informa en el presente documento, el primer polipéptido de
la region Fc o bien el segundo polipéptido de la region Fc o ambos polipéptidos de la region Fc comprenden una de las
siguientes combinaciones de mutaciones:

- T307H y Q311H y E430H y N434H, o

- T307H y N434H y M252Y y S254T y T256E, o

-T307H y Q311H y E430H y N434H y M252Y y S254T y T256E.

En un modo de realizacion de todos los aspectos como se informa en el presente documento

el primer polipéptido de la regién Fc comprende independientemente del segundo polipéptido de la regiéon Fc una de
las siguientes combinaciones de mutaciones:

- T307H y N434H, o
-T307Hy Q311H y E430H y N434H, o
-T307Hy Q311H y E430H y N434H y M252Y y S254T y T256E,

y

el segundo polipéptido de la region Fc comprende independientemente del primer polipéptido de la region Fc una de
las siguientes mutaciones o combinacion de mutaciones

-T307H, o

-T307Q, 0

-Q311H, 0

-E430H, o

- N434H, o

-T307Hy Q311H, 0

- T307H y E430H, o

-T307H y N434A, o

-T307H y N434H, o

-T307Qy Q311H, 0

- T307Qy E430H, o

-T307Q y N434H, o

-T307H y Q311H y E430H y N434A, o
-T307H y Q311H y E430H y N434H, o
-T307H y Q311H y E430H y N434Y, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434A, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434H, o

-T307Qy Q311H y E430H y N434Y, o
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- T307Qy V308P y N434Y e Y436H, o

- T307H y M252Y y S254T y T256E, o

- Q311H y M252Y y S254T y T256E, o

- E430 H y M252Y y S254T y T256E, o

- N434H y M252Y y S254T y T256E.

En un modo de realizacion de todos los aspectos como se informa en el presente documento

el primer polipéptido de la regién Fc comprende independientemente del segundo polipéptido de la region Fc una de
las siguientes combinaciones de mutaciones:

- T307H y N434H, o
-T307Hy Q311H y E430H y N434H, o
-T307H y Q311H y E430H y N434H y M252Y y S254T y T256E,

y

el segundo polipéptido de la region Fc comprende independientemente del primer polipéptido de la regién Fc una de
las siguientes mutaciones o combinacién de mutaciones

-T307H, o
-T307Q, 0

-E430H, o

-T307Hy Q311H, 0

- T307H y E430H, o

-T307H y N434A, o

-T307H y N434H, o

-T307Qy Q311H, o

- T307Qy E430H, o

-T307Q y N434H, o

-T307H y Q311H y E430H y N434A, o
-T307H y Q311H y E430H y N434H, o
-T307H y Q311H y E430H y N434Y, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434A, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434H, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434Y, o
-T307Qy V308P y N434Y e Y436H, o
-T307H y M252Y y S254T y T256E, o
-Q311H y M252Y y S254T y T256E, o

- E430 H'y M252Y y S254T y T256E, o
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- N434H y M252Y y S254T y T256E.

En un modo de realizacién de todos los aspectos como se informa en el presente documento, el primer polipéptido de
la region Fc comprende

una de las siguientes combinaciones de mutaciones:

- ninguna, o

- M252Y y S254T y T256E, o

-1253A y H310A y H435A, o

- H310A y H433A e Y436A,

y

una de las siguientes combinaciones de mutaciones:

- T307H y N434H, o

- T307Hy Q311H y E430H y N434H,

y el segundo polipéptido de la regién Fc comprende

una de las siguientes mutaciones o combinaciéon de mutaciones:
- ninguna, si el primer polipéptido de la region Fc comprende al menos una mutacion, o
-T307H, o

- T307Q, si el primer polipéptido de la regién Fc no comprende Unicamente la mutacién T307Q, o
-Q311H, o

-E430H, o

- N434H, o

- T307Hy Q311H, o

- T307H y E430H, o

- T307H y N434A, o

- T307H y N434H, o

-T307Qy Q311H, o

- T307Q y E430H, o

- T307Q y N434H, o

- T307Qy N434A, o

- M252Y y S254T y T256E, si el primer polipéptido de la regién Fc no comprende Unicamente la combinacion M252Y y
S254T y T256E de mutaciones, o

- 1253A y H310A y H435A, si el primer polipéptido de la regién Fc no comprende Unicamente la combinacién 1253A y
H310A y H435A de mutaciones, o

- H310A y H433A e Y436A, si el primer polipéptido de la regidon Fc no comprende Unicamente la combinacion H310A y
H433A e Y436A de mutaciones, o

- T307Hy Q311H y E430H y N434A, o
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-T307Hy Q311H y E430H y N434H, o
-T307Hy Q311H y E430H y N434Y, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434A, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434H, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434Y, o
-T307Qy V308P y N434Y e Y436H.

En un modo de realizacién de todos los aspectos como se informa en el presente documento, el primer polipéptido de
la region Fc comprende

una de las siguientes combinaciones de mutaciones:

- ninguna, o

- M252Y y S254T y T256E, o

-1253A y H310A y H435A, o

- H310A y H433A e Y436A,

y

una de las siguientes combinaciones de mutaciones:

- T307H y N434H, o

- T307H y Q311H y E430H y N434H,

y el segundo polipéptido de la regiéon Fc comprende

una de las siguientes mutaciones o combinaciéon de mutaciones:
- ninguna, si el primer polipéptido de la region Fc comprende al menos una mutacion, o
- T307H, o

- T307Q, si el primer polipéptido de la regién Fc no comprende Unicamente la mutacién T307Q, o
-E430H, o

-T307Hy Q311H, o

- T307H y E430H, o

- T307H y N434A, o

- T307H y N434H, o

-T307Qy Q311H, 0

- T307Qy E430H, o

- T307Q y N434H, o

- T307Q y N434A, o

- M252Y y S254T y T256E, si el primer polipéptido de la regién Fc no comprende Unicamente la combinacion M252Y y
S254T y T256E de mutaciones, o

- 1253A y H310A y H435A, si el primer polipéptido de la regiéon Fc no comprende Unicamente la combinacién 1253A y
H310A y H435A de mutaciones, o
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- H310A y H433A e Y436A, si el primer polipéptido de la regién Fc no comprende unicamente la combinaciéon H310A y
H433A e Y436A de mutaciones, o

-T307Hy Q311H y E430H y N434A, o
- T307Hy Q311H y E430H y N434H, o
-T307Hy Q311H y E430H y N434Y, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434A, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434H, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434Y, o
-T307Qy V308P y N434Y e Y436H.

En un modo de realizacién preferente, el primer polipéptido de la regién Fc comprende las mutaciones 1253A y H310A
y H435A y el segundo polipéptido de la regidon Fc comprende las mutaciones M252Y y S254T y T256E.

En un modo de realizacion preferente, el primer polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y Q311H
y E430H y N434H y el segundo polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones M252Y y S254T y T256E.

En un modo de realizacién preferente, el primer polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y N434H
y el segundo polipéptido de la regién Fc comprende las mutaciones M252Y y S254T y T256E.

En un modo de realizacién preferente, el primer polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307Hy Q311H y
E430H y N434H y el segundo polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y Q311H y E430H y N434H.

En un modo de realizacion preferente, el primer polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y N434H
y el segundo polipéptido de la regidon Fc comprende las mutaciones T307H y N434H.

En un modo de realizacién preferente, el primer polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y N434H
y M252Y y S254T y T256E y el segundo polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y N434H y
M252Y y S254T y T256E.

En un modo de realizacion preferente, el primer polipéptido de la regién Fc comprende las mutaciones T307H y
N434H.

En un modo de realizacién preferente, el primer polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y N434H
y M252Y y S254T y T256E.

En un modo de realizacién, el primer polipéptido de la regiéon Fc comprende ademas las mutaciones Y349C, T366S,
L368A e Y407V ("polipéptido de la region Fc de ojal") y el segundo polipéptido de la regiéon Fc comprende ademas las
mutaciones S354C y T366W ("polipéptido de la region Fc de botén").

En un modo de realizacién de todos los aspectos, la region Fc de la clase IgG (humana) variante comprende un primer
y un segundo polipéptido de la region Fc de la subclase IgG1 humana en la que

a) el primer y el segundo polipéptido de la region Fc comprenden ambos ademas las mutaciones L234A y L235A
(numeracién de acuerdo con el sistema de numeracién del indice EU de Kabat), o

b) el primer y el segundo polipéptido de la regién Fc comprenden ambos ademas la mutacion P329G (numeracion de
acuerdo con el sistema de numeracién del indice EU de Kabat), o

c) el primer y el segundo polipéptido de la region Fc comprenden ambos ademas las mutaciones L234A y L235A y
P329G (numeracion de acuerdo con el sistema de numeracion del indice EU de Kabat), o

d) el primer y el segundo polipéptido de la regién Fc comprenden ambos ademas las mutaciones L234A y L235A
(numeracioén de acuerdo con el sistema de numeracion del indice EU de Kabat) y el primer polipéptido de la region Fc
comprende ademas la mutacion Y349C o S354C y la mutacion T366W y el segundo polipéptido de la region Fc
comprende ademas la mutacion Y349C o S354C y las mutaciones T366S, L368A e Y407V, o

e) el primer y el segundo polipéptido de la region Fc comprenden ambos ademas las mutaciones L234A y L235A y
P329G (numeracién de acuerdo con el sistema de numeracion del indice EU de Kabat) y el primer polipéptido de la
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region Fc comprende ademas la mutacion Y349C o S354C y la mutacién T366W y el segundo polipéptido de la regién
Fc comprende ademas la mutacién Y349C o S354C y las mutaciones T366S, L368A e Y407V.

En un modo de realizacién, la region Fc de la clase IgG (humana) variante comprende un primer y un segundo
polipéptido de la region Fc de la subclase IgG4 humana en la que

a) el primer y el segundo polipéptido de la region Fc comprenden ambos ademas las mutaciones S228P y L235E
(numeracién de acuerdo con el sistema de numeracion del indice EU de Kabat), o

b) el primer y el segundo polipéptido de la regién Fc comprenden ambos ademas la mutacion P329G (numeracion de
acuerdo con el sistema de numeracién del indice EU de Kabat), o

c) el primer y el segundo polipéptido de la regién Fc comprenden ambos ademas las mutaciones S228P y L235E y
P329G (numeracion de acuerdo con el sistema de numeracién del indice EU de Kabat), o

d) el primer y el segundo polipéptido de la regiéon Fc comprenden ambos ademas las mutaciones S228P y L235E
(numeracién de acuerdo con el sistema de numeracion del indice EU de Kabat) y el primer polipéptido de la region Fc
comprende ademas la mutacién Y349C o S354C y la mutacién T366W y el segundo polipéptido de la regién Fc
comprende ademas la mutacion Y349C o S354C y las mutaciones T366S, F368A e Y407V,

e) el primer y el segundo polipéptido de la region Fc comprenden ambos ademas las mutaciones S228P y L235E y
P329G (numeracion de acuerdo con el sistema de numeracion del indice EU de Kabat) y el primer polipéptido de la
region Fc comprende ademas la mutacion Y349C o S354C y la mutacion T366W y el segundo polipéptido de la region
Fc comprende ademas la mutacion Y349C o S354C y las mutaciones T366S, L368A e Y407V.

Un aspecto como se informa en el presente documento es un anticuerpo o polipéptido de fusién de la region Fc que
comprende la region Fc de la clase IgG (humana) variante como se informa en el presente documento.

En un modo de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.
En un modo de realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo humano, humanizado o quimérico.

En el presente documento se informa de un acido nucleico que codifica la region Fc de la clase IgG (humana) variante
como se informa en el presente documento.

En el presente documento se informa de un acido nucleico que codifica el anticuerpo como se informa en el presente
documento.

En el presente documento se informa de un acido nucleico que codifica el polipéptido de fusidn de la regién Fc como se
informa en el presente documento.

En el presente documento se informa de una célula huésped que comprende el acido nucleico como se informa en el
presente documento.

En el presente documento se informa de un procedimiento de produccion de la regidon Fc de la clase IgG (humana)
variante como se informa en el presente documento que comprende cultivar la célula huésped como se informa en el
presente documento de modo que se produzca la regiéon Fc de la clase IgG (humana) variante.

En el presente documento se informa de un procedimiento de produccién del anticuerpo como se informa en el
presente documento que comprende cultivar la célula huésped como se informa en el presente documento, de modo
que se produzca el anticuerpo.

En el presente documento se informa de un procedimiento de produccion del polipéptido de fusion de la region Fc
como se informa en el presente documento que comprende cultivar la célula huésped como se informa en el presente
documento de modo que se produzca el polipéptido de fusion de la regién Fc.

Un aspecto como se informa en el presente documento es una formulacién farmacéutica que comprende la region Fc
de la clase IgG (humana) variante como se informa en el presente documento o el anticuerpo como se informa en el
presente documento o el polipéptido de fusién de la region Fc como se informa en el presente documento.

Un aspecto como se informa en el presente documento es la regién Fc de la clase IgG (humana) variante como se
informa en el presente documento o el anticuerpo como se informa en el presente documento o el polipéptido de fusion
de la regién Fc como se informa en el presente documento para su uso como medicamento.

Un aspecto como se informa en el presente documento es el uso de la region Fc de la clase IgG (humana) variante
como se informa en el presente documento o el anticuerpo como se informa en el presente documento o el polipéptido
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de fusién de la region Fc como se informa en el presente documento en la fabricacién de un medicamento.

Los anticuerpos como se informa en el presente documento se pueden usar como, por ejemplo, reclutadores de
linfocitos T, como aglutinante del receptor Fc gamma con alta actividad bioldgica (potencia) y rapida depuracién de la
circulaciéon sanguinea (suero sanguineo), como conjugados anticuerpo-farmaco con rapida depuracién para reducir
los efectos secundarios sistémicos, o como anticuerpos predirigidos.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1 Diagrama esquematico ilustrativo de elucidon por cromatografia de afinidad de FcRn de un anticuerpo que
comprende diferentes regiones Fc (variantes): 1: mutacion 1253A/H310A/H435A; 2: regiéon Fc natural; 3:
M252Y/S254T/T256E en un polipéptido de la region Fc, la otra regiéon Fc natural; 4: M252Y/S254T/T256E
en ambos polipéptidos de la region Fc; 5: cadena de botdn: M252Y/S254T/T256E, cadena de ojal:
T307Q/N434A.

Figura 2 Diagrama de eluciéon por cromatografia de afinidad de FcRn de un anticuerpo que comprende diferentes
regiones Fc (variantes): 1: region Fc natural; 2: regidon Fc glucomanipulada; 3: T307Q/N434A; 4:
T307H/N434H; 5: T307H/N434H/ M252Y/S254T/T256E; 6: N434H; 7: M252Y/S254T/T256E.

Figura 3 Diagrama de elucién por cromatografia de afinidad de FcRn de un anticuerpo que comprende diferentes
regiones Fc (variantes): 1: region Fc cadena de ojal-cadena de botén 2: cadena de ojal: T307Q/N434A,
cadena de botén: M252Y/S254T/T256E; 3: cadena de ojal: T307H/N434H, cadena de botdn:
M252Y/S254T/T256E; 4: cadena de ojal: T250Q/M428L, cadena de boton: M252Y/S254T/T256E; 5: cadena
de ojal: T307Q, N434H, cadena de botdon: M252Y/S254T/T256E/T307Q/N434H; 6: cadena de ojal:
T307H/Q311H/E430H/N434H, cadena de boton: M252Y/S254T/T256E; 7: cadena de ojal:
T307H/Q311H/E430H/N434H, cadena de boton: M252Y/S254T/T256E/T307H/Q311H/E430H/N434H; 8:
cadena de ojal/botdn: M252Y/S254T/T256E.

DESCRIPCION DETALLADA DE LOS MODOS DE REALIZACION DE LA INVENCION
|. DEFINICIONES

El término "aproximadamente" indica un intervalo de un +/- 20 % del siguiente valor numérico posterior. En un modo de
realizacion, el término aproximadamente indica un intervalo de un +/- 10 % del siguiente valor numérico posterior. En
un modo de realizacion, el término aproximadamente indica un intervalo de un +/- 5 % del siguiente valor numérico
posterior.

Una "regidon marco humana aceptora" para los propodsitos en el presente documento es una region marco que
comprende la secuencia de aminoacidos de una region marco del dominio variable de cadena ligera (VL) o una region
marco del dominio variable de cadena pesada (VH) derivada de una region marco de inmunoglobulina humana o una
region marco consenso humana, como se define a continuacion. Una regién marco humana aceptora "derivada de"
una regién marco de inmunoglobulina humana o una regidén marco consenso humana puede comprender la misma
secuencia de aminoacidos de la misma, o puede contener alteraciones en la secuencia de aminoacidos. En algunos
modos de realizacion, el nUmero de alteraciones de aminoacidos es de 10 o menos, 9 0 menos, 8 o menos, 7 0 menos,
6 o menos, 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 menos o 2 o menos. En algunos modos de realizacién, la region marco humana
aceptora de VL es idéntica en secuencia a la secuencia de la region marco de inmunoglobulina humana de VL o la
secuencia de la regién marco consenso humana.

Un anticuerpo "madurado en afinidad " se refiere a un anticuerpo con una o mas alteraciones en una o mas regiones
hipervariables (HVR), en comparacién con un anticuerpo original que no posee dichas alteraciones, dando como
resultado dichas alteraciones una mejora en la afinidad del anticuerpo por el antigeno.

El término "alteracion" indica la mutacion (sustitucion), insercion (adicion) o deleciéon de uno o mas residuos de
aminoacidos en un anticuerpo o polipéptido de fusidn original, por ejemplo, un polipéptido de fusién que comprende al
menos una parte de unién al FcRn de una regioén Fc, para obtener un anticuerpo o polipéptido de fusion modificado. El
término "mutacion” indica que el residuo de aminoacido especificado se sustituye por un residuo de aminoacido
diferente. Por ejemplo, la mutacion L234A indica que el residuo de aminoécido lisina en la posiciéon 234 en una region
Fc (polipéptido) de anticuerpo esta sustituido por el residuo de aminoacido alanina (sustituciéon de lisina con alanina)
(numeracioén de acuerdo con el indice EU).

El término "mutacién aminoacidica" indica la sustitucion de al menos un residuo de aminoacido existente con otro
residuo de aminoacido diferente (= residuo de aminoacido de reemplazo). El residuo de aminoacido de reemplazo
puede ser un "residuo de aminoacido natural™ y seleccionarse del grupo que consiste en alanina (cddigo de tres letras:
ala, codigo de una letra: A), arginina (arg, R), asparagina (asn, N), acido aspartico (asp, D), cisteina (cys, C), glutamina
(gln, Q), acido glutamico (glu, E), glicina (gly, G), histidina (his, H), isoleucina (ile, 1), leucina (leu, L), lisina (lys, K),
metionina (met, M), fenilalanina (phe, F), prolina (pro, P), serina (ser, S), treonina (thr, T), triptéfano (trp, W), tirosina
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(tyr, Y) y valina (val, V). El residuo de aminoacido de reemplazo puede ser un "residuo de aminoacido no natural".
Véanse, por ejemplo, los documentos US 6.586.207, WO 98/48032, WO 03/073238, US 2004/0214988, WO
2005/35727, WO 2005/74524, Chin, J.W., et al., J. Am. Chem. Soc. 124 (2002) 9026-9027; Chin, J.W.y Schultz, P.G.,
ChemBioChem 11 (2002) 1135-1137; Chin, J.W., et al., PICAS United States of America 99 (2002) 11020-11024; y
Wang, L. y Schultz, P.G., Chem. (2002) 1-10.

El término "insercidon aminoacidica" indica la incorporacién (adicional) de al menos un residuo de aminoacido en una
posiciéon predeterminada en una secuencia de aminoacidos. En un modo de realizacion, la insercién sera la insercion
de uno o dos residuos de aminoacidos. El/los residuo(s) de aminoacido(s) insertado(s) puede(n) ser cualquier residuo
de aminoacido natural o no natural.

El término "delecidon aminoacidica" indica la eliminacion de al menos un residuo de aminoacido en una posicién
predeterminada en una secuencia de aminoacidos.

El término "anticuerpo” en el presente documento se usa en el sentido mas amplio y engloba diversas estructuras de
anticuerpos, incluyendo pero sin limitarse a anticuerpos monoclonales, anticuerpos multiespecificos (por ejemplo,
anticuerpos biespecificos, anticuerpos triespecificos) y fragmentos de anticuerpo siempre que presenten la actividad
de unién a antigeno y/o proteina A y/o FcRn deseada.

El término "region Fc asimétrica" indica un par de polipéptidos de la regién Fc que tienen diferentes residuos de
aminoacidos en las posiciones correspondientes de acuerdo con el sistema de numeracion del indice EU de Kabat.

El término "region Fc asimétrica con respecto a la uniéon a FcRn" indica una region Fc que consiste en dos cadenas
polipeptidicas que tienen diferentes residuos de aminoacidos en las posiciones correspondientes, con lo que las
posiciones se determinan de acuerdo con el sistema de numeracioén del indice EU de Kabat, con lo que las diferentes
posiciones afectan a la union de la region Fc al receptor Fc neonatal humano (FcRn). Para el propésito en el presente
documento, las diferencias entre las dos cadenas polipeptidicas de la region Fc en una "regién Fc asimétrica con
respecto a la uniéon a FcRn" no incluyen las diferencias que se han introducido para facilitar la formacion de regiones Fc
heterodiméricas, por ejemplo, para la produccion de anticuerpos biespecificos. Estas diferencias también pueden ser
asimétricas, es decir, las dos cadenas tienen diferencias en residuos de aminoacidos no correspondientes de acuerdo
con el sistema de numeracion del indice EU de Kabat. Estas diferencias facilitan la heterodimerizacion y reducen la
homodimerizacién. Los ejemplos de dichas diferencias son las sustituciones denominadas "botén en ojal" (véanse, por
ejemplo, los documentos US 7.695.936 y US 2003/0078385). Se ha descubierto que las siguientes sustituciones de
botén en ojal en las cadenas polipeptidicas individuales de una regién Fc de un anticuerpo IgG de la subclase IgG1
incrementan la formacién de heterodimeros: 1) YAQ7T en una cadena y T366Y en la otra cadena; 2) Y407A en una
cadena y T366W en la otra cadena; 3) F405A en una cadena y T394W en la otra cadena; 4) F405W en una cadena y
T394S en la otra cadena; 5) Y407T en una cadena y T366Y en la otra cadena; 6) T366Y y F405A en una cadena y
T394W e Y407T en la otra cadena; 7) T366W y F405W en una cadena y T394S e Y407A en la otra cadena; 8) F405W
e Y407A en una cadena y T366W y T394S en la otra cadena; y 9) T366W en una cadena y T366S, L368A e Y407V en
la otra cadena, con lo que la ultima enumerada es especialmente adecuada. Ademas, los cambios que crean nuevos
puentes disulfuro entre las dos cadenas polipeptidicas de la regién Fc facilitan la formacién de heterodimeros (véase,
por ejemplo, el documento US 2003/0078385). Se ha descubierto que las siguientes sustituciones que dan como
resultado residuos de cisteina separados de manera apropiada para la formacién de nuevos enlaces disulfuro
intracatenarios en las cadenas polipeptidicas individuales de una region Fc de un anticuerpo IgG de la subclase 1gG1
incrementan la formacion de heterodimeros: Y349C en una cadena y S354C en la otra; Y349C en una cadena y E356C
en la otra; Y349C en una cadena y E357C en la otra; L351C en una cadena y S354C en la otra; T394C en una cadena
y E397C en la otra; 0 D399C en una cadena y K392C en la otra. Otros ejemplos de heterodimerizacion que facilita los
cambios de aminoacidos son las denominadas "sustituciones de pares de carga" (véase, por ejemplo, el documento
WO 2009/089004). Se ha descubierto que las siguientes sustituciones de pares de carga en las cadenas polipeptidicas
individuales de una regién Fc de un anticuerpo IgG de la subclase IgG1 incrementan la formacion de heterodimeros: 1)
K409D o K409E en una cadena y D399K o D399R en la otra cadena; 2) K392D o K392E en una cadena y D399K o
D399R en la otra cadena; 3) K439D o K439E en una cadena y E356K o E356R en la otra cadena; 4) K370D o K370E
en una cadena y E357K 0 E357R en la otra cadena; 5) K409D y K360D en una cadena mas D399K y E356K en la otra
cadena; 6) K409D y K370D en una cadena mas D399K y E357K en la otra cadena; 7) K409D y K392D en una cadena
mas D399K, E356K y E357K en la otra cadena; 8) K409D y K392D en una cadena y D399K en la otra cadena; 9)
K409D y K392D en una cadena y D399K y E356K en la otra cadena; 10) K409D y K392D en una cadena y D399K y
D357K en la otra cadena; 11) K409D y K370D en una cadena y D399K y D357K en la otra cadena; 12) D399K en una
cadena y K409D y K360D en la otra cadena; y 13) K409D y K439D en una cadena y D399K y E356K en la otra.

El término "unién (a un antigeno)" indica la unién de un anticuerpo a su antigeno en un ensayo in vitro, en un modo de
realizacidn en un ensayo de unién en el que el anticuerpo se une a una superficie y la unién del antigeno al anticuerpo
se mide mediante resonancia de plasmon superficial (SPR). Unién significa una afinidad de unién (Kp) de 108 M o
menos, en algunos modos de realizacion de 10-'3 a 108 M, en algunos modos de realizacion de 103 a 10° M.

La unién se puede investigar mediante un ensayo BlAcore (GE Healthcare Biosensor AB, Uppsala, Suecia). La
afinidad de la unién se define mediante los términos ka (constante de velocidad para la asociacion del anticuerpo del

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2749 383 T3

complejo anticuerpo/antigeno), ka (constante de disociacion) y Ko (kd/ka).

El término anticuerpo "quimérico" se refiere a un anticuerpo en el que una parte de la cadena pesada y/o ligera se
deriva de una fuente o especie particular, mientras que el resto de la cadena pesada y/o ligera se deriva de una fuente
o especie diferente.

El término "dominio CH2" indica la parte de un polipéptido de cadena pesada de un anticuerpo que se extiende
aproximadamente desde la posicion EU 231 a la posicion EU 340 (sistema de numeracion EU de acuerdo con Kabat).
En un modo de realizacién, un dominio CH2 tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 01:
APELLGG PSVFLFPPKP KDTLMISRTP EVTCVWDVS HEDPEVKFNW YVDGVEVHNA KTKPREEQ
ESTYRWSVLT VLHQDWLNGK EYKCKVSNKA LPAPIEKTIS KAK.

El término "dominio CH3" indica la parte de un polipéptido de cadena pesada de un anticuerpo que se extiende
aproximadamente desde la posicién EU 341 a la posicion EU 446. En un modo de realizacion, el dominio CH3 tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 2: GQPREPQ VYTLPPSRDE LTKNQVSLTC LVKGFYPSDI
AVEWESNGQP LDSDGSFFLY ENNYKTTPPV SKLTVDKSRW QQGNVFSCSY MHEALHNHYT QKSLSLSPG.

La "clase" de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o regién constante poseido por su cadena pesada.
Existen cinco clases principales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM, y varias de estas se pueden dividir
adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, IgG1, IgGz, I1gGs, IgG4, IgA1 e IgA2. Los dominios constantes de
cadena pesada que se corresponden con las diferentes clases de inmunoglobulinas se llaman a, &, €, vy y |,
respectivamente.

El término "longitud similar" indica que dos polipéptidos comprenden el nimero idéntico de residuos de aminoacidos o
pueden tener una longitud diferente en uno o mas y hasta 10 residuos de aminoacidos como maximo. En un modo de
realizacion, los polipéptidos de la region Fc comprenden el nimero idéntico de residuos de aminoacidos o difieren en
un numero de desde 1 a 10 residuos de aminoacidos. En un modo de realizacion, los polipéptidos de la regién Fc
comprenden el nimero idéntico de residuos de aminoacidos o difieren en un nimero de desde 1 a 5 residuos de
aminoacidos. En un modo de realizacion, los polipéptidos de la region Fc comprenden el nimero idéntico de residuos
de aminoacidos o difieren en un nimero de desde 1 a 3 residuos de aminoacidos.

El término "derivado de" indica que una secuencia de aminoacidos se deriva de una secuencia de aminoacidos original
mediante la introduccién de alteraciones en al menos una posicion. Por tanto, una secuencia de aminoacidos derivada
difiere de la secuencia de aminoacidos original correspondiente en al menos una posicion correspondiente
(numeracién de acuerdo con el sistema de numeracion del indice EU de Kabat para las regiones Fc del anticuerpo). En
un modo de realizacién, una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de aminoacidos original difiere en
uno a quince residuos de aminoacidos en las posiciones correspondientes. En un modo de realizacion, una secuencia
de aminoacidos derivada de una secuencia de aminoacidos original difiere en uno a diez residuos de aminoacidos en
las posiciones correspondientes. En un modo de realizacion, una secuencia de aminoacidos derivada de una
secuencia de aminoacidos original difiere en uno a seis residuos de aminoacidos en las posiciones correspondientes.
Del mismo modo, una secuencia de aminoacidos derivada tiene una alta identidad de secuencia de aminoacidos con
su secuencia de aminodcidos original. En un modo de realizacién, una secuencia de aminoacidos derivada de una
secuencia de aminoacidos original tiene un 80 % o mas de identidad de secuencia de aminoacidos. En un modo de
realizacién, una secuencia de aminoacidos derivada de una secuencia de aminoacidos original tiene un 90 % o mas de
identidad de secuencia de aminoacidos. En un modo de realizacion, una secuencia de aminoacidos derivada de una
secuencia de aminoacidos original tiene un 95 % o mas de identidad de secuencia de aminoacidos.

Las "funciones efectoras"” se refieren a las actividades bioldgicas atribuibles a la regién Fc de un anticuerpo, que varian
con la clase del anticuerpo. Los ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos incluyen: unién a C1q y citotoxicidad
dependiente del complemento (CDC); unidn al receptor Fc; citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC);
fagocitosis; regulacién por disminucién de receptores de la superficie celular (por ejemplo, el receptor de linfocitos B);
y activacioén de linfocitos B.

Una "cantidad eficaz" de un agente, por ejemplo, una formulacién farmacéutica, se refiere a una cantidad eficaz, en las
dosificaciones y durante los periodos de tiempo necesarios, para conseguir el resultado terapéutico o profilactico
deseado.

El término "polipéptido de fusién de Fc" indica una fusién de un dominio de unién (por ejemplo, un dominio de unién a
antigeno tal como un anticuerpo monocatenario, o un polipéptido tal como un ligando de un receptor) con una region
Fc de anticuerpo que presenta la actividad de unidon deseada a la diana y/o a la proteina A y/o al FcRn.

El término "regidon Fc de origen humano" indica la regién C terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina de
origen humano que contiene al menos una parte de la region bisagra, el dominio CH2 y el dominio CH3. En un modo de
realizacién, una region Fc de la cadena pesada de IgG humana se extiende desde Cys226, o desde Pro230, al
extremo carboxilico de la cadena pesada. En un modo de realizacion, la region Fc tiene la secuencia de aminoacidos
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de SEQ ID NO: 60. Sin embargo, la lisina C terminal (Lys447) de la regién Fc puede estar presente o no. A menos que
se especifique de otro modo en el presente documento, la numeracion de los residuos de aminoacidos en la region Fc
0 region constante se realiza de acuerdo con el sistema de numeracién EU, también llamado indice EU, como se
describe en Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991), NIH Publication 91 3242. La region Fc esta compuesta por dos
polipéptidos de la region Fc de cadena pesada, que se pueden enlazar covalentemente entre si por medio de residuos
de cisteina de la region bisagra que forman enlaces disulfuro interpolipeptidicos.

El término "FcRn" indica el receptor Fc neonatal humano. El FcRn funciona rescatando a la IgG de la via de
degradacion lisosémica, dando como resultado una depuracion reducida y una semivida incrementada. El FcRn es
una proteina heterodimérica que consiste en dos polipéptidos: una proteina similar al complejo principal de
histocompatibilidad de clase | de 50 kDa (a-FcRn) y una microglobulina B2 (32m) de 15 kDa. El FcRn se une con
afinidad alta a la parte CH2-CH3 de la region Fc de la IgG. La interaccion entre IgG y FcRn depende estrictamente del
pH y se produce en una estequiometria 1:2, uniéndose una IgG a dos moléculas de FcRn por medio de sus dos
cadenas pesadas (Huber, AH., et al., J. Mol. Biol. 230 (1993) 1077-1083). La unién al FcRn se produce en el
endosoma a pH acido (pH < 6,5) y se libera IgG en la superficie celular neutra (pH de aproximadamente 7,4). La
naturaleza sensible al pH de la interaccion facilita la proteccion mediada por FcRn de las IgG pinocitadas en las células
a partir de la degradacion intracelular mediante la unién al receptor en el entorno acido de los endosomas. A
continuacion, el FcRn facilita el reciclado de la IgG a la superficie celular y su posterior liberacion en la circulacion
sanguinea tras la exposicidon del complejo FcRn-IgG al entorno de pH neutro fuera de la célula.

El término "parte de union a FcRn de una regiéon Fc" indica la parte de un polipéptido de cadena pesada de un
anticuerpo que se extiende aproximadamente desde la posicién EU 243 a la posicion EU 261 y aproximadamente
desde la posicion EU 275 a la posicion EU 293 y aproximadamente desde la posicion EU 302 a la posicién EU 319y
aproximadamente desde la posicién EU 336 a la posicion EU 348 y aproximadamente desde la posicién EU 367 a la
posicion EU 393 y la posicion EU 408 y aproximadamente desde la posicion EU 424 a la posicion EU 440. En un modo
de realizacion, se alteran uno o mas de los siguientes residuos de aminoacidos de acuerdo con la numeraciéon EU de
Kabat F243, P244, P245 P, K246, P247, K248, D249, T250, L251, M252, 1253, S254, R255, T256, P257, E258, V259,
T260, C261, F275, N276, W277, Y278, V279, D280, V282, E283, V284, H285, N286, A287, K288, T289, K290, P291,
R292, E293, V302, V303, S304, V305, L306, T307, V308, L309, H310, Q311, D312, W313, L314, N315, G316, K317,
E318, Y319, 1336, S337, K338, A339, K340, G341, Q342, P343, R344, E345, P346, Q347, V348, C367, V369, F372,
Y373, P374, S375, D376, 1377, A378, V379, E380, W381, E382, S383, N384, G385, Q386, P387, E388, N389, Y391,
T393, S408, S424, C425, S426, V427, M428, H429, E430, A431, L432, H433, N434, H435, Y436, T437, Q438, K439 y
S440 (numeracion EU).

"Region marco" o "FR" se refiere a residuos del dominio variable distintos de los residuos de la regién hipervariable
(HVR). La FR de un dominio variable consiste en general en cuatro dominios de FR: FR1, FR2, FR3 y FR4. En
consecuencia, las secuencias de HVR y FR aparecen en general en la siguiente secuencia en VH (o VL):
FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FR4.

El término "anticuerpo de longitud completa" indica un anticuerpo que tiene una estructura sustancialmente similar a
una estructura de anticuerpo natural o que tiene cadenas pesadas que contienen una region Fc como se define en el
presente documento. Un anticuerpo de longitud completa puede comprender otros dominios, tales como, por ejemplo,
un scFv o un scFab conjugado con una o0 mas de las cadenas del anticuerpo de longitud completa. Estos conjugados
también estan englobados por el término anticuerpo de longitud completa.

Los términos "heterodimero" o "heterodimérico” indican una molécula que comprende dos cadenas polipeptidicas (por
ejemplo, de longitud similar), en las que las dos cadenas polipeptidicas tienen una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos un residuo de aminoacido diferente en una posicion correspondiente, con lo que la posicién correspondiente
se determina de acuerdo con el indice EU de Kabat.

Los términos "homodimero" y "homodimérico" indican una molécula que comprende dos cadenas polipeptidicas de
longitud similar, en las que las dos cadenas polipeptidicas tienen una secuencia de aminoacidos que es idéntica en las
posiciones correspondientes, con lo que las posiciones correspondientes se determinan de acuerdo con el indice EU
de Kabat.

Un anticuerpo o polipéptido de fusién de la regién Fc como se informa en el presente documento puede ser
homodimérico o heterodimérico con respecto a su region Fc que se determina con respecto a las mutaciones o
propiedades que son el centro de atencién. Por ejemplo, con respecto a la unién a FcRn y/o proteina A (es decir, la
centrada en las propiedades) una regién Fc (anticuerpo) es homodimérica (es decir, ambos polipéptidos de la region
Fc de cadena pesada comprenden estas mutaciones) con respecto a las mutaciones H310A, H433A e Y436A (estas
mutaciones estan en el centro de atencidn con respecto a la propiedad de unién a FcRn y/o proteina A del anticuerpo
o polipéptido de fusion de la regidn Fc) pero al mismo tiempo es heterodimérica con respecto a las mutaciones Y349C,
T366S, L368A e Y407V (estas mutaciones no son el centro de atencidén ya que estas mutaciones se dirigen a la
heterodimerizacion de las cadenas pesadas y no a las propiedades de unién a FcRn/proteina A), asi como a las
mutaciones S354C y T366W, respectivamente (el primer conjunto esta comprendido solo en el primer polipéptido de la
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region Fc mientras que el segundo conjunto esta comprendido solo en el segundo polipéptido de la region Fc).
Ademas, por ejemplo, un polipéptido de fusiéon de la regién Fc o un anticuerpo como se informa en el presente
documento puede ser heterodimérico con respecto a las mutaciones 1253A, H310A, H433A, H435A e Y436A (es decir,
estas mutaciones se dirigen todas a las propiedades de union a FcRn y/o proteina A del polipéptido dimérico), es decir,
un polipéptido de la regién Fc comprende las mutaciones 1253A, H310A y H435A, mientras que el otro polipéptido de la
region Fc comprende las mutaciones H310A, H433A e Y436A.

Los términos "célula huésped", "linea de células huésped" y "cultivo de células huésped" se usan de manera
intercambiable y se refieren a células en las que se ha introducido acido nucleico exdgeno, incluyendo la descendencia
de dichas células. Las células huésped incluyen "transformantes" y "células transformadas”, que incluyen la célula
transformada primaria y la descendencia derivada de la misma independientemente del nimero de pasos. La
descendencia puede que no sea completamente idéntica en el contenido de acido nucleico a una célula original, sino
que puede contener mutaciones. La descendencia mutante que tiene la misma funcion o actividad biolégica que la
cribada o seleccionada en la célula transformada originalmente se incluye en el presente documento.

Un "anticuerpo humano" es uno que posee una secuencia de aminoacidos que se corresponde con la de un anticuerpo
producido por un ser humano o una célula humana o derivado de una fuente no humana que utiliza repertorios de
anticuerpos humanos u otras secuencias que codifican anticuerpos humanos. Esta definicion de un anticuerpo
humano excluye especificamente a un anticuerpo humanizado que comprende residuos de unién a antigeno no
humanos.

Una "regidn marco consenso humana" es una region marco que representa los residuos de aminoacidos que se
producen lo mas comunmente en una seleccién de secuencias de la regién marco de VL o VH de inmunoglobulina
humana. En general, la seleccién de secuencias de VL o VH de inmunoglobulina humana es de un subgrupo de
secuencias de dominio variable. En general, el subgrupo de secuencias es un subgrupo como en Kabat, E.A. et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., Bethesda MD (1991), NIH Publication 91-3242, Vols. 1-3. En
un modo de realizacion, para el VL, el subgrupo es el subgrupo kappa | como en Kabat et al., supra. En un modo de
realizacion, para el VH, el subgrupo es el subgrupo Il como en Kabat et al., supra.

El término "polipéptido de la region Fc humana" indica una secuencia de aminoacidos que es idéntica a un polipéptido
de la region Fc humana "natural”. El término "polipéptido de la region Fc (humana) variante" indica una secuencia de
aminodacidos que se deriva de un polipéptido de la regién Fc humana "natural" en virtud de al menos una "alteracion de
aminoacidos". Una "regiéon Fc humana" consiste en dos polipéptidos de la regiéon Fc humana. Una "region Fc (humana)
variante" consiste en dos polipéptidos de la regién Fc, con lo que ambos pueden ser polipéptidos de la regién Fc
(humana) variante o uno es un polipéptido de la regién Fc humana y el otro es un polipéptido de la regién Fc (humana)
variante.

En un modo de realizacion, el polipéptido de la regidon Fc humana tiene la secuencia de aminoacidos de un polipéptido
de la region Fc de la IgG1 humana de SEQ ID NO: 03, o de un polipéptido de la regién Fc de la IgG2 humana de SEQ
ID NO: 04, o de un polipéptido de la regién Fc de la IgG3 humana de SEQ ID NO: 05, o de un polipéptido de la regién
Fc de la IgG4 humana de SEQ ID NO: 06. En un modo de realizacion, el polipéptido de la region Fc (humana) variante
se deriva de un polipéptido de la regiéon Fc de SEQ ID NO: 03, o 04, o 05, o 06 y tiene al menos una mutacion
aminoacidica en comparacion con el polipéptido de la regiéon Fc humana de SEQ ID NO: 03, o 04, o 05, 0 06. En un
modo de realizacion, el polipéptido de la regidon Fc (humana) variante comprende/tiene de aproximadamente una a
aproximadamente doce mutaciones aminoacidicas, y en un modo de realizacion de aproximadamente una a
aproximadamente ocho mutaciones aminoacidicas. En un modo de realizacion, el polipéptido de la region Fc (humana)
variante tiene al menos aproximadamente un 80 % de homologia con un polipéptido de la regiéon Fc humana de SEQ
ID NO: 03, 0 04, 0 05, 0 06. En un modo de realizacion, el polipéptido de la regiéon Fc (humana) variante tiene menos de
aproximadamente un 90 % de homologia con un polipéptido de la region Fc humana de SEQ ID NO: 03, o 04, 0 05, o
06. En un modo de realizacion, el polipéptido de la regiéon Fc (humana) variante tiene al menos aproximadamente un
95 % de homologia con un polipéptido de la regiéon Fc humana de SEQ ID NO: 03, o 04, o 05, o 06.

El polipéptido de la regidon Fc (humana) variante derivado de un polipéptido de la region Fc humana de SEQ ID NO: 03,
0 04, 0 05, o0 06 se define por las alteraciones de aminoacidos que estan contenidas. Por tanto, por ejemplo, el término
P329G indica un polipéptido de la regién Fc (humana) variante derivado del polipéptido de la region Fc humana con la
mutacion de prolina a glicina en la posicién aminoacidica 329 con respecto al polipéptido de la regiéon Fc humana de
SEQ ID NO: 03, 0 04, 0 05, o0 06.

Como se usa en el presente documento, las posiciones aminoacidicas de todas las regiones y dominios constantes de
la cadena pesada y ligera se numeran de acuerdo con el sistema de numeracion de Kabat descrito en Kabat, et al.,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National Institutes de Health,
Bethesda, MD (1991) y se denomina "numeracion de acuerdo con Kabat" en el presente documento. Especificamente
el sistema de numeracién de Kabat (véanse las paginas 647-660) de Kabat, et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National Institutes de Health, Bethesda, MD (1991) se usa para
el dominio constante de cadena ligera CL del isotipo kappa y lambda y el sistema de numeracion del indice EU de
Kabat (véanse las paginas 661-723) se usa para los dominios constantes de cadena pesada (CH1, bisagra, CH2 y
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CH3).
Un polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana tiene la siguiente secuencia de aminoéacidos:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNV FSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 03).

Un polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A tiene la
siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 07).

Un polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con mutaciones Y349C, T366S, L368A e
Y407V tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGF

YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 08).

Un polipéptido de la regidon Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con mutaciones S354C, T366W tiene la
siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK CKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 09).

Un polipéptido de la regidon Fc derivada de la regiéon Fc de la IgG1 humana con mutaciones L234A, L235A y
mutaciones Y349C, T366S, L368A, Y407V tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKGF
YPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 10).

Un polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con una L234A, L235A y mutaciones
S354C, T366W tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEK TISKAKGQPREPQVY TLPPCRDELTKNQVSLWCLVKG

FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 11).

Un polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con una mutacion P329G tiene la siguiente
secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE VKFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQY

NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKG

FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 12).

Un polipéptido de la regiéon Fc derivada de la regién Fc de la IgG1 humana con mutaciones L234A, L235A y mutacion
P329G tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKG
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FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN VFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 13).

Un polipéptido de la regién Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con una mutacion P239G y mutaciones
Y349C, T366S, L368A, Y407V tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 14).

Un polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con mutaciones P329G y mutacion S354C,
T366W tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYK CKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN VFSCSVMHEALHNHYTQK SLSLSPGK
(SEQ ID NO: 15).

Un polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con mutaciones L234A, L235A, P329G e
Y349C, T366S, L368A, Y407V tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE VKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSRDELTKNQVSLSCAVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 16).

Un polipéptido de la regién Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con mutaciones L234A, L235A, P329G y
mutaciones S354C, T366W tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

DKTHTCPPCPAPEAAGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPE VKFNWYVDGVEVHNAK TKPREEQY
NSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALGAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCRDELTKNQVSLWCLVKG
FYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPYVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
(SEQ ID NO: 17).

Un polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
FNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCK VSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 06).

Un polipéptido de la region Fc derivada de la regién Fc de la IgG4 humana con mutaciones S228P y L235E tiene la
siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
FNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 18).

Un polipéptido de la regién Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con mutaciones S228P, L235E y mutacion
P329G tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
FNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCKVSNKGLGSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGNVFSCSVMHEALHN HYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 19).

Un polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con mutaciones S354C, T366W tiene la
siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
FNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCQEEMTKNQVSLWCLVK
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GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 20).

Un polipéptido de la regién Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con mutaciones Y349C, T366S, L368A,
Y407V tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ

FNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCKVSNKGLPSSIEK TISKAKGQPREPQVCTLPPSQEEMTKNQVSLSCAVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGN VFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 21).

Un polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con mutaciones S228P, L235E y S354C,
T366W tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKY GPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
ENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEK TISK AKGQPREPQVY TLPPCQEEMTKNQVSLWCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN VFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 22).

Un polipéptido de la regién Fc derivada de la regién Fc de la IgG4 humana con una S228P, L235E y mutaciones
Y349C, T366S, L368A, Y407V tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED PEVQENWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
ENSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCKVSNKGLPSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQEEMTKNQVSLSCAVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 23).

Un polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con una mutaciéon P329G tiene la siguiente
secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQENWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
FNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCKVSNKGLGSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSQEEMTKNQVSLTCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPVLDSDGSFFLY SRLTVDKSRWQEGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 24).

Un polipéptido de la regién Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con una P239G y mutaciones Y349C,
T366S, L368A, Y407V tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
FNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCKVSNKGLGSSIEKTISK AKGQPREPQVCTLPPSQEEMTKNQVSLSCAVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 25).

Un polipéptido de la regién Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con una P239G y mutaciones S354C,
T366W tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPSCPAPEFLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQEDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
FNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCKVSNKGLGSSIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPCQEEMTKNQVSLWCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 26).

Un polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con una S228P, L235E, P329G y
mutaciones Y349C, T366S, L368A, Y407V tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
FNSTYRVVSVLTVLHODWLNGKEY KCKVSNKGLGSSIEKTISKAKGQPREPQVCTLPPSQEEMTKNQVSLSCAVK

GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPVLDSDGSFFLVSRLTVDKSRWQEGN VFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 27).

Un polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con una S228P, L235E, P329G y
mutaciones S354C, T366W tiene la siguiente secuencia de aminoacidos:

ESKYGPPCPPCPAPEFEGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSQED PEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQ
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FNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEY KCKVSNKGLGSSIEK TISKAKGQPREPQVYTLPPCQEEMTKNQVSLWCLVK
GFYPSDIAVEWESNGQPENNYK TTPPVLDSDGSFFLYSRLTVDKSRWQEGN VFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSLGK
(SEQ ID NO: 28).

Un anticuerpo "humanizado" se refiere a un anticuerpo quimeérico que comprende residuos de aminoacidos de HVR no
humanas y residuos de aminoacidos de FR humanas. En determinados modos de realizacion, un anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todos de al menos uno, y tipicamente dos, dominios variables, en el que
todas o sustancialmente todas las HVR (por ejemplo, las CDR) corresponden a las de un anticuerpo no humano y
todas o sustancialmente todas las FR corresponden a las de un anticuerpo humano. Un anticuerpo humanizado puede
comprender opcionalmente al menos una parte de una regién constante de anticuerpo derivada de un anticuerpo
humano. Una "forma humanizada" de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no humano, se refiere a un anticuerpo
que se ha sometido a humanizacion.

El término "region hipervariable" o "HVR", como se usa en el presente documento, se refiere a cada una de las
regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia ("regiones determinantes de la
complementariedad" o "CDR") y forman bucles estructuralmente definidos ("bucles hipervariables") y/o contienen los
residuos de contacto con antigeno ("contactos con antigeno"). En general, los anticuerpos comprenden seis HVR; tres
en el VH (H1, H2, H3) y tres en el VL (L1, L2, L3). Las HVR como se indican en el presente documento incluyen

(a) los bucles hipervariables que se producen en los residuos de aminoacidos 26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32
(H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) (Chothia, C. y Lesk, A.M., J. Mol. Biol. 196 (1987) 901-917);

(b) las CDR que se producen en los residuos de aminoacidos 24-34 (L1), 50-56 (L2), 89-97 (L3), 31-35b (H1), 50-65
(H2) y 95-102 (H3) (Kabat E.A. et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed. Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991), NIH Publication 91-3242.);

(c) los contactos con antigeno que se producen en los residuos de aminoacidos 27c-36 (L1), 46-55 (L2), 89-96 (L3),
30-35b (H1), 47-58 (H2) y 93-101 (H3) (MacCallum et al., J. Mol. Biol. 262: 732-745 (1996)); y

(d) las combinaciones de (a), (b) y/o (c), que incluyen residuos de aminoacidos de las HVR 46-56 (L2), 47-56 (L2),
48-56 (L2), 49-56 (L2), 26-35 (H1), 26-35b (H1), 49-65 (H2), 93-102 (H3) y 94-102 (H3).

A menos que se indique de otro modo, los residuos de las HVR y otros residuos en el dominio variable (por ejemplo, los
residuos de FR) se numeran en el presente documento de acuerdo con el sistema de numeracién del indice EU de
Kabat (Kabat et al., supra).

Un "individuo" o "sujeto" es un mamifero. Los mamiferos incluyen, pero no se limitan a, animales domesticados (por
ejemplo, vacas, ovejas, gatos, perros y caballos), primates (por ejemplo, seres humanos y primates no humanos, tales
como monos), conejos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas). En determinados modos de realizacion, el individuo o
sujeto es un ser humano.

Un anticuerpo "aislado" es uno que se ha separado de un componente de su entorno natural. En algunos modos de
realizacion, se purifica un anticuerpo a mas de un 95 % o 99 % de pureza, como se determina, por ejemplo, mediante
electroforesis (por ejemplo, SDS-PAGE, isoelectroenfoque (IEF), electroforesis capilar) o cromatografia (por ejemplo,
cromatografia de exclusiéon por tamafio o HPLC de intercambio iénico o de fase inversa). Para una revision de los
procedimientos para evaluar la pureza de los anticuerpos, véase, por ejemplo, Flatman, S. et al., J. Chrom. B 848
(2007) 79-87.

Un acido nucleico "aislado" se refiere a una molécula de acido nucleico que se ha separado de un componente de su
entorno natural. Un acido nucleico aislado incluye una molécula de acido nucleico contenida en células que contienen
habitualmente la molécula de acido nucleico, pero la molécula de &cido nucleico esta presente de forma
extracromosoémica o en una localizacion cromosoémica que es diferente de su localizacion cromosdmica natural.

El término "anticuerpo monoclonal" como se usa en el presente documento se refiere a un anticuerpo obtenido a partir
de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden
la poblacion son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos variantes, por ejemplo, que
contienen mutaciones naturales o que surgen durante la produccién de una preparacion de anticuerpos monoclonales,
estando presentes, en general, dichas variantes en cantidades menores. A diferencia de las preparaciones de
anticuerpos policlonales, que tipicamente incluyen anticuerpos diferentes dirigidos contra determinantes (epitopos)
diferentes, cada anticuerpo monoclonal de una preparaciéon de anticuerpos monoclonales se dirige contra un Unico
determinante en un antigeno. Por tanto, el modificador "monoclonal" indica el caracter del anticuerpo como que se ha
obtenido de una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no se ha de interpretar como que requiere la
produccién del anticuerpo por ninguin procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se van
a usar de acuerdo con la presente invencion se pueden preparar por una variedad de técnicas, incluyendo, pero sin
limitarse al procedimiento de hibridoma, procedimientos de ADN recombinante, procedimientos de presentacion en
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fagos y procedimientos que utilizan animales transgénicos que contienen todos o parte de los locus de
inmunoglobulina humana; estando descritos en el presente documento dichos procedimientos y otros procedimientos
ejemplares para preparar anticuerpos monoclonales.

Los "anticuerpos naturales" se refieren a moléculas de inmunoglobulina natural con estructuras variables. Por ejemplo,
los anticuerpos IgG naturales son glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 dalton,
compuestas de dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas que se unen con enlaces disulfuro.
Desde el extremo N al C, cada cadena pesada tiene una region variable (VH), también llamada dominio pesado
variable o dominio variable de cadena pesada, seguida de tres dominios constantes (CH1, CH2 y CH3). De forma
similar, desde el extremo N al C, cada cadena ligera tiene una regién variable (VL), también llamada dominio ligero
variable o dominio variable de cadena ligera, seguida de un dominio ligero constante (CL). La cadena ligera de un
anticuerpo se puede asignar a uno de dos tipos, llamados kappa (k) y lambda (A), en base a la secuencia de
aminoacidos de su dominio constante.

El término "prospecto del envase" se usa para referirse a las instrucciones incluidas habitualmente en envases
comerciales de productos terapéuticos, que contienen informacién sobre las indicaciones, uso, dosificacion,
administracion, politerapia, contraindicaciones y/o advertencias con respecto al uso de dichos productos terapéuticos.

"Porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos" con respecto a una secuencia de polipéptido de referencia
se define como el porcentaje de residuos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos a los residuos
de aminoacidos en la secuencia de polipéptido de referencia, después de alinear las secuencias e introducir huecos, si
fuera necesario, para lograr el maximo porcentaje de identidad de secuencia, y sin tener en consideracion ninguna
sustitucion conservadora como parte de la identidad de secuencia. Se puede lograr la alineacion con el propdsito de
determinar el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos de diversas formas que estan dentro de la
habilidad en la técnica, por ejemplo, usando un programa informatico publicamente disponible, tal como el programa
informatico BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden determinar
parametros apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquier algoritmo necesario para lograr una alineacion
maxima a lo largo de la longitud completa de las secuencias que se comparan. Sin embargo, para los propositos en el
presente documento, los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos se generan usando el programa
informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2. El programa informatico de comparacion de secuencias ALIGN-2
se cre6 por Genentech, Inc., y el cédigo fuente se ha presentado con la documentacién de usuario en la Oficina de
Derechos de Autor de EE. UU., Washington D.C., 20559, donde esta registrado con el n.° de registro de derechos de
autor de EE. UU. TXU510087. EI programa ALIGN-2 esta publicamente disponible de Genentech, Inc., South San
Francisco, California, o se puede compilar a partir del cédigo fuente. El programa ALIGN-2 se debe compilar para su
uso en un sistema operativo UNIX, incluyendo UNIX V4.0D digital. Todos los pardmetros de comparacién de
secuencias se establecen por el programa ALIGN-2 y no varian.

En situaciones donde se emplea ALIGN-2 para las comparaciones de secuencias de aminoacidos, el % de identidad
de secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos dada A con respecto a, con o frente a una secuencia
de aminoacidos dada B (que se puede parafrasear de forma alternativa como una secuencia de aminoacidos dada A
que tiene o comprende un determinado % de identidad de secuencia de aminoacidos con respecto a, con o frente a
una secuencia de aminoacidos dada B) se calcula como sigue:

100 por la fraccion X/Y

donde X es el numero de residuos de aminoacidos puntuados como coincidencias idénticas por el programa de
alineacion de secuencias ALIGN-2 en esa alineacion del programa de Ay B, y donde Y es el niumero total de residuos
de aminoacidos en B. Se apreciara que, si la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la longitud de la
secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A con respecto a B no igualara el %
de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se establezca especificamente de otro
modo, todos los valores de % de identidad de secuencia de aminoacidos usados en el presente documento se
obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente precedente usando el programa informatico ALIGN-2.

La expresion "formulacion farmacéutica" se refiere a una preparacion que esta en tal forma que permite que la
actividad bioldgica de un ingrediente activo contenido en la misma sea eficaz, y que no contiene ningiin componente
adicional que sea inaceptablemente toxico para un sujeto al que se administraria la formulacion.

Un "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en una formulacion farmacéutica, distinto de un
ingrediente activo, que no sea téxico para un sujeto. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se
limita a, un tampodn, excipiente, estabilizante o conservante.

El término "conector peptidico" como se usa en el presente documento indica un péptido con secuencias de
aminoacidos, que esta en un modo de realizacion de origen sintético. En un modo de realizacion, el conector peptidico
es un péptido con una secuencia de aminoacidos con una longitud de al menos 30 aminoacidos, en un modo de
realizacién con una longitud de 32 a 50 aminoacidos. En un modo de realizacion, el conector peptidico es un péptido
con una secuencia de aminoacidos con una longitud de 32 a 40 aminoacidos. En un modo de realizacién, el conector
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peptidico es (GxS)n con G = glicina, S = serina, (x=3,n=8,9010)0o (x=4yn =6, 7 u8), en un modo de realizacién
conx=4,n=60 7, enun modo de realizacion con x =4, n = 7. En un modo de realizacién, el conector peptidico es
(G4S)6G2.

El término "anticuerpo recombinante" indica todos los anticuerpos (quiméricos, humanizados y humanos) que se
preparan, expresan, crean o aislan por medios recombinantes. Esto incluye anticuerpos aislados de una célula
huésped tal como una célula NSO o CHO o de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico para los genes de
inmunoglobulina humana o anticuerpos expresados usando un vector de expresion recombinante transfectado en una
célula huésped. Dichos anticuerpos recombinantes tienen regiones variables y constantes en forma reordenada. Los
anticuerpos recombinantes como se informa en el presente documento se pueden someter a hipermutacién somatica
in vivo. Por tanto, las secuencias de aminoacidos de las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes son
secuencias que, aunque se derivan de secuencias de VH y VL de la estirpe germinal humana y estan relacionadas con
ellas, pueden no existir naturalmente dentro del repertorio de la estirpe germinal del anticuerpo humano in vivo.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento” (y las variaciones gramaticales del mismo, tales como "tratar" o
"que trata") se refiere a la intervencion clinica en un intento de alterar la evolucion natural del individuo que se trata, y
que se puede realizar para la profilaxis o bien durante la evolucion de una patologia clinica. Los efectos deseables del
tratamiento incluyen, pero no se limitan a, la prevencion de la aparicion o recidiva de la enfermedad, el alivio de los
sintomas, la reduccién de cualquier consecuencia patoldgica directa o indirecta de la enfermedad, la prevencioén de las
metastasis, la disminucion de la tasa de progresion de la enfermedad, la mejoria o atenuacion de la enfermedad y la
remision o el prondstico mejorado. En algunos modos de realizacion, se usan anticuerpos o polipéptidos de fusion de
la region Fc como se informa en el presente documento para retrasar el desarrollo de una enfermedad o para ralentizar
la progresion de una enfermedad.

El término "-valente" como se usa en la presente solicitud indica la presencia de un nimero especificado de sitios de
unién en una molécula (anticuerpo). Como tales, los términos "bivalente", "tetravalente" y "hexavalente" indican la
presencia de dos sitios de unién, cuatro sitios de union y seis sitios de unién, respectivamente, en una molécula
(anticuerpo). Los anticuerpos biespecificos como se informa en el presente documento son "bivalentes" en un modo de
realizacién preferente.

El término "region variable" o "dominio variable" se refiere al dominio de una cadena pesada o ligera de anticuerpo que
esta implicado en la unién del anticuerpo a su antigeno. Los dominios variables de la cadena pesada y cadena ligera
(VH y VL, respectivamente) de un anticuerpo tienen, en general, estructuras similares, comprendiendo cada dominio
cuatro regiones marco (FR) y tres regiones hipervariables (HVR) (véase, por ejemplo, Kindt, T.J., et al., Kuby
Immunology, 6.2 ed., W.H. Freeman and Co., N.Y. (2007), pagina 91). Un tnico dominio VH o VL puede ser suficiente
para conferir especificidad de union a antigeno. Ademas, los anticuerpos que se unen a un antigeno particular se
pueden aislar usando un dominio VH o VL de un anticuerpo que se une al antigeno para cribar una coleccién de
dominios VL o VH complementarios, respectivamente. Véase, por ejemplo, Portolano, S. et al., J. Immunol. 150 (1993)
880-887; Clackson, T. et al., Nature 352 (1991) 624-628).

El término "enfermedad vascular ocular" incluye, pero no se limita a, sindromes neovasculares intraoculares tales
como retinopatia diabética, edema macular diabético, retinopatia del prematuro, glaucoma neovascular, oclusiones de
la vena retiniana, oclusiones de la vena retiniana central, degeneracién macular, degeneracién macular senil, retinitis
pigmentaria, proliferacion angiomatosa retiniana, telangectasia macular, retinopatia isquémica, neovascularizacion del
iris, neovascularizacion intraocular, neovascularizaciéon corneal, neovascularizacion retiniana, neovascularizacion
coroidea y degeneracion retiniana (véase, por ejemplo, Gamer, A., Vascular diseases, en: Pathobiology of ocular
disease, A dynamic approach, Gamer, A., y Klintworth, G.K., (eds.), 2.2 edicion, Marcel Dekker, Nueva York (1994), pp.
1625-1710).

El término "vector", como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de acido nucleico que puede
propagar otro acido nucleico al que se enlaza. El término incluye el vector como una estructura de acido nucleico
autorreplicante, asi como el vector incorporado en el genoma de una célula huésped en la que se ha introducido.
Determinados vectores pueden dirigir la expresion de los acidos nucleicos a los que se enlazan funcionalmente.
Dichos vectores se denominan en el presente documento "vectores de expresion”.

El término "con (la) mutacién IHH-AAA" como se usa en el presente documento se refiere a la combinacion de las
mutaciones 1253A (lle253Ala), H310A (His310Ala) y H435A (His435Ala) y el término "con (la) mutaciéon HHY-AAA"
como se usa en el presente documento se refiere a la combinacién de las mutaciones H310A (His310Ala), H433A
(His433Ala) e Y436A (Tyr436Ala) y el término "con (la) mutaciéon YTE" como se usa en el presente documento se
refiere a la combinacién de mutaciones M252Y (Met252Tyr) S254T (Ser254Thr) y T256E (Thr256Glu) en la region de
cadena pesada constante de las subclases IgG1 o IgG4, en las que la numeracion es de acuerdo con el indice EU de
Kabat.

El término "con (las) mutaciones P329G LALA" como se usa en el presente documento se refiere a la combinacién de

las mutaciones L234A (Leu234Ala), L235A (Leu235Ala) y P329G (Pro329Gly) en la region de cadena pesada
constante de la subclase IgG1, en las que la numeracion es de acuerdo con el indice EU de Kabat. El término "con (la)
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mutacion SPLE" como se usa en el presente documento se refiere a la combinacién de las mutaciones S228P
(Ser228Pro) y L235E (Leu235Glu) en la region de cadena pesada constante de la subclase 1gG4, en las que la
numeracion es de acuerdo con el indice EU de Kabat. El término "con (la) mutacién SPLE y P239G" como se usa en el
presente documento se refiere a la combinacion de las mutaciones S228P (Ser228Pro), L235E (Leu235Glu) y P329G
(Pro329Gly) en la region de cadena pesada constante de la subclase 1gG4, en las que la numeracién es de acuerdo
con el indice EU de Kabat.

Il. LA INVENCION ACTUAL

La invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento de que la uniéon a FcRn de un anticuerpo o polipéptido
de fusion de la region Fc se puede modificar alterando residuos de aminoacidos en posiciones no correspondientes en
los polipéptidos de la region Fc individuales, ya que estas alteraciones actian conjuntamente en la modificacion de la
union a FcRn. Las regiones Fc, los anticuerpos y los polipéptidos de fusidon de la regién Fc como se informa en el
presente documento son utiles, por ejemplo, para el tratamiento de enfermedades en las que se requieren tiempos de
retencion sistémica adaptados individualmente.

En el presente documento, se informa de regiones Fc variantes que tienen propiedades de unién a FcRn modificadas
en comparacién con una regién Fc natural correspondiente. Estas regiones Fc variantes contienen mutaciones
aminoacidicas especificas en el dominio CH2 y/o CH3. Se ha descubierto que estas mutaciones, cuando se usan solas
0 bien en combinacion en la misma cadena pesada o en ambas cadenas pesadas de una regién Fc, permiten disefiar
a medida la semivida in vivo de la region Fc variante.

A. El receptor Fc neonatal (FcRn)

El receptor Fc neonatal (FcRn) es importante para el destino metabdlico de los anticuerpos de la clase IgG in vivo. El
FcRn funciona rescatando a la IgG natural de la via de degradacion lisosémica, dando como resultado una depuracién
reducida y una semivida incrementada. Es una proteina heterodimérica que consiste en dos polipéptidos: una proteina
similar al complejo principal de histocompatibilidad de clase | de 50 kDa (a-FcRn) y una microglobulina 2 (32m) de
15 kDa. El FcRn se une con afinidad alta a la parte CH2-CH3 de la region Fc de un anticuerpo de la clase IgG. La
interaccion entre un anticuerpo de la clase IgG y el FcRn depende del pH y se produce en una estequiometria 1:2, es
decir, una molécula de anticuerpo IgG puede interactuar con dos moléculas de FcRn por medio de sus dos
polipéptidos de la region Fc de cadena pesada (véase, por ejemplo, Huber, A.-H., et al., J. Mol. Biol. 230 (1993)
1077-1083).

Por tanto, las propiedades/caracteristicas de la unién al FcRn in vitro de las 1gG son indicativas de sus propiedades
farmacocinéticas in vivo en la circulacion sanguinea.

En la interaccion entre el FcRn y la regidon Fc de un anticuerpo de la clase IgG participan diferentes residuos de
aminoacidos del dominio CH2 y CH3 de cadena pesada. Los residuos de aminoacidos que interactian con el FcRn se
localizan aproximadamente entre la posicién EU 243 y la posicion EU 261, aproximadamente entre la posicién EU 275
y la posicion EU 293, aproximadamente entre la posicion EU 302 y la posicion EU 319, aproximadamente entre la
posicion EU 336 y la posicion EU 348, aproximadamente entre la posicién EU 367 y la posicién EU 393, en la posicion
EU 408, y aproximadamente entre la posicion EU 424 y la posicion EU 440. Mas especificamente, los siguientes
residuos de aminoacidos de acuerdo con la numeracion EU de Kabat estan implicados en la interaccion entre la region
Fcy el FcRn: F243, P244, P245 P, K246, P247, K248, D249, T250, L251, M252, 1253, S254, R255, T256, P257, E258,
V259, T260, C261, F275, N276, W277, Y278, V279, D280, V282, E283, V284, H285, N286, A287, K288, T289, K290,
P291, R292, E293, V302, V303, S304, V305, L306, T307, V308, L309, H310, Q311, D312, W313, L314, N315, G316,
K317, E318, Y319, 1336, S337, K338, A339, K340, G341, Q342, P343, R344, E345, P346, Q347, V348, C367, V369,
F372, Y373, P374, S375, D376, 1377, A378, V379, E380, W381, E382, S383, N384, G385, Q386, P387, E388, N389,
Y391, T393, S408, S424, C425, S426, V427, M428, H429, E430, A431, L432, H433, N434, H435, Y436, T437, Q438,
K439 y S440.

Los estudios de mutagénesis dirigida por sitio han demostrado que los sitios de unién criticos en la region Fc de las IgG
para FcRn son histidina 310, histidina 435 e isoleucina 253 y, en menor medida, histidina 433 y tirosina 436 (véase, por
ejemplo, Kim, J.K., et al., Eur. J. Immunol. 29 (1999) 2819-2825; Raghavan, M., et al., Biochem. 34 (1995)
14649-14657; Medesan, C., et al., J. Immunol. 158 (1997) 2211-2217).

Los procedimientos para incrementar la uniéon de IgG al FcRn se han realizado mediante la mutacion de 1gG en
diversos residuos de aminoacidos: treonina 250, metionina 252, serina 254, treonina 256, treonina 307, acido
glutamico 380, metionina 428, histidina 433 y asparagina 434 (véase Kuo, T.T., et al., J. Clin. Immunol. 30 (2010)
777-789).

En algunos casos, se desean anticuerpos con una semivida reducida en la circulacion sanguinea. Por ejemplo, los
farmacos para aplicacion intravitrea deben tener una semivida prolongada en el ojo y una semivida corta en la
circulacion del paciente. Dichos anticuerpos también tienen la ventaja de una exposicion incrementada a un sitio de
enfermedad, por ejemplo, en el ojo.
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Se conocen diferentes mutaciones que influyen en la union al FcRn y, con ello, en la semivida en la circulacion
sanguinea. Se han identificado residuos de la regidn Fc criticos para la interaccion Fc de ratéon-FcRn de ratén mediante
mutagénesis dirigida por sitio (véase, por ejemplo, Dall’Acqua, W.F., et al. J. Immunol 169 (2002) 5171-5180). Los
residuos 1253, H310, H433, N434 y H435 (numeracion EU de acuerdo con Kabat) estan implicados en la interaccion
(Medesan, C., et al., Eur. J. Immunol. 26 (1996) 2533-2536; Firan, M., et al., Int. Immunol. 13 (2001) 993-1002; Kim,
J.K,, etal, Eur. J. Immunol. 24 (1994) 542-548). Se descubrié que los residuos 1253, H310 y H435 eran criticos para la
interaccion de Fc humana con FcRn murino (Kim, J.K., et al., Eur. J. Immunol. 29 (1999) 2819-2825). Los residuos
M252Y, S254T, T256E se han descrito por DallAcqua et al. para mejorar la unién al FcRn mediante estudios de
interaccion proteina-proteina (Dall’Acqua, W.F., et al. J. Biol. Chem. 281 (2006) 23514-23524). Los estudios del
complejo Fc humana-FcRn humano han demostrado que los residuos 1253, S254, H435 e Y436 son cruciales para la
interaccion (Firan, M., et al., Int. Immunol. 13 (2001) 993-1002; Shields, R.L., et al., J. Biol. Chem. 276 (2001)
6591-6604). En Yeung, Y.A,, et al. (J. Immunol. 182 (2009) 7667-7671) se ha informado de y examinado diversos
mutantes de los residuos 248 a 259y 301 a 317 y 376 a 382y 424 a 437. Las mutaciones ejemplares y su efecto sobre
la unioén al FcRn se enumeran en la siguiente tabla.

Tabla.

mutacioén efecto sobre la unién al |semivida en la circulacion |[referencia

FcRn
H285 reducido (murino) reducida (en raton) Kim, J.K., Scand. J.
H310Q/H433N Immunol. 40 (1994)
(IgG1 murina) 457-465
1253A reducido (murino) reducida (en raton) Ghetie, V.y Ward, E.S.,
H310A Immunol. Today 18 (1997)
H435A 592-598
H436A
(IgG1 murina)
T252L/T254S/T256F incrementado (murino)  |incrementada (en ratén) Ghetie, V.y Ward, E.S.,
T252A/T254S/T256A Immunol. Today 18 (1997)
(IgG1 murina) 592-598
1253A reducido (murino) reducida (en ratén) Medesan, C., et al., J.
H310A Immunol. 158 (1997)
H435A 2211-2217
H436A
H433A/N434Q
(IgG1 murina)
1253A reducido H310A: <0,1 reducida (en raton) Kim, J.K., Eur. J. Immunol.
H310A unién rel. a muFcRn 29 (1999) 2819-2825
H435A (murino)
H435R
(IgG1 humana)
H433A 1,1 unién rel. a muFcRn, Kim, J.K., Eur. J. Immunol.

(IgG1 humana)

0,4 unién rel. a hu FcRn
(murino)

29 (1999) 2819-2825

1253A reducido <0,1 unién reducida Shields, R.L., et al., J. Biol.
S254A relativa a huFcRn Chem. 276 (2001)

H435A 6591-6604

Y436A

(lgG1 humana)

R255A reducido (humano) reducida Shields, R.L., et al., J. Biol.
K288A Chem. 276 (2001)

L309A 6591-6604

S415A

H433A

(IgG1 humana)

P238A incrementado (humano) |incrementada Shields, R.L., et al., J. Biol.
T256A Chem. 276 (2001)

E272A 6591-6604

V305A

T307A

Q311A

D312A

K317A

23




ES 2749 383 T3

mutacion

efecto sobre la unién al
FcRn

semivida en la circulaciéon

referencia

D376A

A378Q

E380A

E382A

S424A

N434A
K288A/N434A
E380A/N434A
T307A/E380A/N434A
(IgG1 humana)

H435A
(IgG1 humanizada)

reducido <0,1 unién rel. a

huFcRn

reducida

Firan, M., et al., Int.
Immunol. 13 (2001)
993-1002

I1253A (sin union)

M252W

M252Y

M252Y/T256Q

M252F/T256D

N434F/Y436H
M252Y/S254T/T256E
G385A/Q386P/N389S
H433K/N434F/Y436H
H433R/N434Y/Y436H
G385R/Q386T/P387R/N389P
M252Y/S254T/T256E/H433K/N
434F/Y436H
M252Y/S254T/T256E/G385R/
Q386T/P387R/N389P

(IgG1 humana)

incrementado (murino y
humano)

reducida (en raton)

Dall’Acqua, J. Immunol.
169 (2002) 5171-5180

M428L
T250Q/M428L
(IgG2 humana)

incrementado (humano)

incrementada (en mono)

Hinton, P.R., et al., J. Biol.
Chem. 279 (2004)
6213-6216

M252Y/S254T/T256E +

incrementado (humano)

incrementada (en ratén)

Vaccaro, C., et al., Nat.

H433K/N434F Biotechnol. 23 (2005)
(IgG humana) 1283-1288
T307A/E380A/N434A incrementado incrementada en ratén Pop, L.M., et al., Int.

(IgG1 quimérica)

transgénico

Immunopharmacol. 5
(2005) 1279-1290

T250Q

E380A

M428L

N434A
K288A/N434A
E380A/N434A
T307A/E380A/N434A
(lgG1 humana)

incrementado (humano)

incrementada en raton
transgénico

Petkova, S.B., et al., Int.
Immunol 18 (2006)
1759-1769

1253A
(lgG1 humana)

reducido (humano)

reducida en raton transgénico

Petkova, S.B., et al., Int.
Immunol 18 (2006)
1759-1769

S239D/A330L/I332E incrementado (humano y |incrementada en macaco de |Dall’Acqua, W.F., et al., J.
M252Y/S254T/T256E macaco de Java) Java Biol. Chem. 281 (2006)
(humanizada) 23514-23524

T250Q incrementado (humano) |incrementada en macacos de |Hinton, P.R., et al., J.
M428L la India Immunol. 176 (2006)
T250Q/M428L 346-356

(IgG1 humana)

T250Q/M428L incrementado (raton y sin cambio en macaco de Datta-Mannan, A., et al., J.
P2571/Q3111 macaco de Java) Java Biol. Chem. 282 (2007)
(IgG1 humanizada) incrementada en raton 1709-1717

P2571/Q311I incrementado a pH 6 reducida en ratones Datta-Mannan, A., et al.,
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mutacioén efecto sobre la unién al |semivida en la circulacion |[referencia

FcRn
P2571/N434H (humano, macaco de P2571/N434H reducida en Drug Metab. Dispos. 35
D376V/N434H Java, raton) macaco de Java (2007) 86-94

(IgG1 humanizada)

anular la unién a FcRn:
1253

H310

H433

H435

reducir la unién a FcRn:
Y436

union incrementada a FcRn:
T250

N252

S254

T256

T307

M428

N434

incrementado y reducido

la reduccion de la capacidad
de union de IgG para FcRn
reduce su persistencia sérica;
una interacciéon FcRn-IgG de
mayor afinidad prolonga las
semividas de los farmacos
acoplados con IgG y Fc en el
suero

Ropeenian, D.C. y Akilesh,
S., Nat. Rev. Immunol. 7
(2007) 715-725

N434A
T307Q/N434A
T307Q/N434S
V308P/N434A
T307Q/E380A/N434A
(IgG1 humana)

incrementado (macaco de

Java)

incrementada en macaco de
Java

Yeung, Y.A,, et al., Cancer
Res. 70 (2010) 3269-3277

256P
280K
339T
385H
428L
434W/Y/FIAH
(IgG humana)

incrementado a pH neutro

Documento WO
2011/122011

Se ha descubierto que una mutacién unilateral en un polipéptido de la regidon Fc es suficiente para debilitar
significativamente la unién a un receptor Fc. Cuantas mas mutaciones se introducen en la regién Fc, mas débil se
vuelve la unién al FcRn. Pero las mutaciones asimétricas unilaterales no son suficientes para inhibir completamente la
union al FcRn. Son necesarias mutaciones en ambos lados para inhibir completamente la unién al FcRn.

Por tanto, la region Fc de la clase IgG (humana) variante es un heterodimero y el emparejamiento del primer
polipéptido de la regiéon Fc (de cadena pesada) y el segundo polipéptido de la region Fc (de cadena pesada) para
formar una region Fc funcional da como resultado la formacion de un heterodimero.

Los resultados de una genomanipulacién simétrica de una regién Fc de la IgG1 para influir en la unién al FcRn se
muestran en la tabla siguiente (alineacion de mutaciones y tiempo de retencién en una columna de cromatografia de

afinidad del FcRn).

Tabla.
. ‘. tiempo de retencion

mutaciones que ‘2 . Lz . mutacion 3 que
. .. |mutacién 1 que influye mutacion 2 que influye|. .. |de la columna de
influyen en la funcion L 2 .z influye en la union |__. .

en la unién al FcRn  |en la unién al FcRn afinidad del FcRn
efectora al FcRn [min]
L234A/L235A/P329G  |--- --- --- 45,3
L234A/L235A/P329G  |I1253A H310A H435A 23
L234A/L235A/P329G  |I1253A -—- -—- 27
L234A/L235A/P329G  |--- H310A -—- 24
L234A/L235A/P329G  |--- -—- H435A 27
L234A/L235A/P329G  |I1253A H310A - 2,3
L234A/L235A/P329G  [I1253A - H435A 23
L234A/L235A/P329G  |--- H310A H435A 24
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mutaciones que
influyen en la funcién
efectora

mutacion 1 que influye
en la unién al FcRn

mutacion 2 que influye
en la unién al FcRn

mutacioén 3 que
influye en la unién
al FcRn

tiempo de retencion
de la columna de
afinidad del FcRn

[min]
L234A/L235A/P329G  |--- H310A Y436A 23
L234A/L235A/P329G |H310A H433A Y436A 24
L234A/L235A/P329G  |--- - Y436A 41,3

Los tiempos de retencion inferiores a 3 minutos corresponden a la ausencia de unién, ya que la sustancia se encuentra
en el flujo continuo (pico de vacio).

La mutacion unica H310A es la mutacién simétrica mas silenciosa para eliminar cualquier union al FcRn.

La mutacion Unica simétrica 1253A y H435A da como resultado una variacion relativa del tiempo de retencion de
0,3-0,4 min. Esto se puede considerar, en general, una unién no detectable.

La mutacién unica Y436A da como resultado una fuerza de interaccion detectable en la columna de afinidad del FcRn.
Sin estar ligados a esta teoria, esta mutacion podria tener una semivida mediada por el FcRn que se puede diferenciar
de una interaccion cero, tal como la combinacion de las mutaciones 1253A, H310A y H435A (mutacion IHH-AAA).

Los resultados obtenidos con un anticuerpo anti-HER2 modificado simétricamente se presentan en la tabla siguiente
(véase el documento WO 2006/031370 como referencia).

Tabla.
mutacion tiempo de retencién

[min]
1253H sin unién
M252D sin unién
S254D sin union
R255D 41,4
M252H 43,6
K288E 45,2
L309H 45,5
E258H 45,6
T256H 46,0
K290H 46,2
D98E 46,2
natural 46,3
K317H 46,3
Q311H 46,3
E430H 46,4
T307H 47,0
N434H 52,0

La region Fc en el polipéptido de fusion de la region Fc confiere las caracteristicas descritas anteriormente a su pareja
de fusion. La pareja de fusion puede ser cualquier molécula que tenga una actividad bioldgica cuya semivida in vivo se
reduzca o incremente, es decir, cuya semivida in vivo se defina claramente y se adapte individualmente para su
aplicacion prevista.

Los polipéptidos de fusion de la region Fc pueden comprender, por ejemplo, una region Fc de la clase IgG (humana)
variante como se informa en el presente documento y una proteina receptora que se une a una diana que incluye un
ligando, tal como, por ejemplo, el polipéptido de fusion de la regién Fc del TNFR (TNFR = receptor del factor de
necrosis tumoral humano), o un polipéptido de fusion de la region Fc del IL-1R (IL-1R = receptor de interleucina
humana 1), o polipéptidos de fusion de la regién Fc del VEGFR (VEGFR = receptor del factor de crecimiento endotelial
vascular humano), o polipétidos de fusién de la region Fc del ANG2R (ANG2R = receptor de angiopoyetina 2 humana).

Los polipéptidos de fusion de la region Fc pueden comprender, por ejemplo, una region Fc de la clase IgG (humana)
variante como se informa en el presente documento y un fragmento de anticuerpo que se une a una diana, incluyendo,
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tal como, por ejemplo, un fragmento Fab de anticuerpo, scFvs (véase, por ejemplo, Nat. Biotechnol. 23 (2005)
1126-1136), o anticuerpos de dominio (dAbs) (véanse, por ejemplo, los documentos WO 2004/058821, WO
2003/0026009).

Los polipéptidos de fusion de la region Fc pueden comprender, por ejemplo, una regién Fc de la clase IgG (humana)
variante como se informa en el presente documento y un ligando del receptor (natural o bien artificial).

B. Regiones Fc ejemplares y anticuerpos que comprenden estas regiones Fc

En un aspecto, la invencién proporciona regiones Fc que tienen una unién al FcRn modificada, es decir, estas regiones
Fc se unen al FcRn humano con una afinidad mayor o menor que una regién Fc que no tiene mutaciones que afecten
a la unién al FcRn.

En un aspecto, la invencion proporciona anticuerpos aislados que tienen una unién al FcRn modificada, es decir, estos
anticuerpos se unen al FcRn humano con una afinidad mayor o menor que un anticuerpo que no tiene mutaciones que
afecten a la unién al FcRn.

Un aspecto como se informa en el presente documento es un anticuerpo que comprende una region Fc (variante) que
comprende un primer polipéptido de la regidon Fc y un segundo polipéptido de la regioén Fc,

en el que

a) el primer polipéptido de la region Fc y el segundo polipéptido de la regiéon Fc se derivan del mismo polipéptido de la
regiéon Fc humana, y

b) el primer polipéptido de la regién Fc se ha modificado de forma que su secuencia de aminoacidos difiere de la
secuencia de aminoacidos del segundo polipéptido de la regiéon Fc al menos en una posicién correspondiente de
acuerdo con el sistema de numeracion del indice EU de Kabat, y el segundo polipéptido de la regién Fc se ha
modificado de forma que su secuencia de aminoacidos difiere de la secuencia de aminoacidos del primer polipéptido
de la region Fc al menos en una posicion correspondiente de acuerdo con el sistema de numeracion del indice EU de
Kabat, con lo que la posicion modificada en el primer polipéptido de la regidn Fc y la posicion modificada en el segundo
polipéptido de la regién Fc son diferentes, y

c) la regiéon Fc tiene una afinidad diferente por un receptor Fc humano en comparaciéon con una region Fc que
comprende como primer y segundo polipéptido de la regién Fc el polipéptido de la region Fc humana de a) (es decir,
que tiene los mismos residuos de aminoacidos que el polipéptido de la region Fc humana de a) en las posiciones
correspondientes de acuerdo con el sistema de numeracion del indice EU de Kabat).

en el que el primer polipéptido de la region Fc o bien el segundo polipéptido de la regién Fc o ambos polipéptidos de la
regién Fc comprenden una de las siguientes combinaciones de mutaciones:

- T307H y N434H.
En un modo de realizacion de todos los aspectos como se informa en el presente documento

el primer polipéptido de la region Fc comprende independientemente del segundo polipéptido de la regiéon Fc una de
las siguientes combinaciones de mutaciones:

- T307H y N434A, o
- T307Hy Q311H y E430H y N434H, o
-T307Hy Q311H y E430H y N434H y M252Y y S254T y T256E,

y

el segundo polipéptido de la regidon Fc comprende independientemente del primer polipéptido de la region Fc una de
las siguientes mutaciones o combinacién de mutaciones

- T307H, o
- T307Q, o
-Q311H, o

-E430H, o
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-N434H, o

-T307Hy Q311H, o

- T307H y E430H, o

- T307H y N434A, o

- T307H y N434H, o

-T307Qy Q311H, 0

- T307Qy E430H, o

- T307Q y N434H, o

- T307H y Q311H y E430H y N434A, o
- T307Hy Q311H y E430H y N434H, o
- T307H y Q311H y E430H y N434Y, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434A, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434H, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434Y, o
- T307Qy V308P y N434Y e Y436H, o
- T307H y M252Y y S254T y T256E, o
- Q311H y M252Y y S254T y T256E, o
- E430 H y M252Y y S254T y T256E, o
- N434H y M252Y y S254T y T256E.

En un modo de realizacién de todos los aspectos como se informa en el presente documento, el primer polipéptido de
la regién Fc comprende

una de las siguientes combinaciones de mutaciones:
- ninguna, o

- M252Y y S254T y T256E, o

-1253A y H310A y H435A, o

- H310A y H433A e Y436A,

y

una de las siguientes combinaciones de mutaciones:
- T307H y N434H, o

- T307H y Q311H y E430H y N434H,

y el segundo polipéptido de la regidén Fc comprende
una de las siguientes mutaciones o combinaciéon de mutaciones:

- ninguna, si el primer polipéptido de la regidon Fc comprende al menos una mutacién, o
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-T307H, o

- T307Q, si el primer polipéptido de la region Fc no comprende unicamente la mutacién T307Q, o
-Q311H, o
-E430H, 0
-N434H, o
-T307Hy Q311H, o
- T307H y E430H, o
- T307H y N434A, o
- T307H y N434H, o
-T307Qy Q311H, 0
- T307Qy E430H, o
- T307Q y N434H, o
- T307Q y N434A, o

- M252Y y S254T y T256E, si el primer polipéptido de la regién Fc no comprende Unicamente la combinacién M252Y y
S254T y T256E de mutaciones, o

- 1253A y H310A y H435A, si el primer polipéptido de la region Fc no comprende Unicamente la combinacion 1253A y
H310A y H435A de mutaciones, o

- H310A y H433A e Y436A, si el primer polipéptido de la regiéon Fc no comprende unicamente la combinacion H310A y
H433A e Y436A de mutaciones, o

-T307H y Q311H y E430H y N434A, o
-T307H y Q311H y E430H y N434H, o
-T307Hy Q311H y E430H y N434Y, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434A, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434H, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434Y, o
-T307Qy V308P y N434Y e Y436H.

En un modo de realizacion preferente, el primer polipéptido de la regiéon Fc comprende las mutaciones T307H y Q311H
y E430H y N434H y el segundo polipéptido de la regiéon Fc comprende las mutaciones M252Y y S254T y T256E.

En un modo de realizacion preferente, el primer polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y N434H
y el segundo polipéptido de la regidon Fc comprende las mutaciones M252Y y S254T y T256E.

En un modo de realizacion preferente, el primer polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y Q311H
y E430H y N434H y el segundo polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y Q311H y E430H y
N434H.

En un modo de realizacion preferente, el primer polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y N434H
y el segundo polipéptido de la regidon Fc comprende las mutaciones T307H y N434H.

En un modo de realizacion preferente, el primer polipéptido de la regiéon Fc comprende las mutaciones T307H y N434H

y M252Y y S254T y T256E y el segundo polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y N434H y
M252Y y S254T y T256E.
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En un modo de realizacién preferente, el primer polipéptido de la regién Fc comprende las mutaciones T307H y
N434H.

En un modo de realizacion preferente, el primer polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y N434H
y M252Y y S254T y T256E.

En un modo de realizacién de todos los aspectos, la region Fc es una region Fc de la clase IgG (humana) variante. En
un modo de realizacion, la region Fc de la clase IgG (humana) variante es una region Fc heterodimérica de la clase
IgG.

En un modo de realizacién de todos los aspectos, el emparejamiento del primer polipéptido de la region Fc y el
segundo polipéptido de la regidon Fc para formar una region Fc (funcional) da como resultado la formaciéon de un
heterodimero.

En un modo de realizacion, el polipéptido de la regiéon Fc humana es un polipéptido de la regiéon Fc humana de la
subclase IgG1 o de la subclase IgG4.

En un modo de realizacién, el polipéptido de la regiéon Fc humana es un polipéptido de la region Fc humana de la
subclase IgG1 que comprende ademas las mutaciones L234A, L235A y P329G.

En un modo de realizacion, el polipéptido de la regiéon Fc humana es un polipéptido de la region Fc humana de la
subclase IgG4 que comprende ademas las mutaciones S228P y L235E.

En un modo de realizacion, el primer polipéptido de la region Fc comprende ademas las mutaciones S354C y T366W
y el segundo polipéptido de la regién Fc comprende ademas las mutaciones Y349C, T366S, L368A e Y407V.

En un modo de realizacién, el anticuerpo biespecifico se caracteriza por que la region Fc de iii) es de la subclase 1gG1
humana. En un modo de realizacion, el anticuerpo biespecifico se caracteriza por que la region Fc de la subclase IgG1
humana comprende ademas las mutaciones L234A, L235A y P329G (numeracion de acuerdo con el indice EU de
Kabat).

En un modo de realizacién, el anticuerpo biespecifico se caracteriza por que la regién Fc de iii) es de la subclase IgG4
humana. En un modo de realizacion, el anticuerpo biespecifico se caracteriza por que la regién Fc de la subclase IgG4
humana comprende ademas las mutaciones S228P y L235E (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat). En
un modo de realizacion, el anticuerpo biespecifico se caracteriza por que la regién Fc de la subclase IgG4 humana
comprende ademas las mutaciones S228P, L235E y P329G (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

Todavia otros aspectos como se informa en el presente documento son una formulacion farmacéutica que comprende
el anticuerpo biespecifico, la formulacion farmacéutica para su uso en el tratamiento de enfermedades vasculares
oculares, el uso del anticuerpo biespecifico para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de
enfermedades vasculares oculares, un procedimiento de tratamiento de un paciente que padece enfermedades
vasculares oculares mediante la administracién del anticuerpo biespecifico a un paciente que necesite dicho
tratamiento. En un modo de realizacion, el anticuerpo biespecifico o la formulacién farmacéutica que comprende el
anticuerpo biespecifico se administra por medio de aplicacion intravitrea.

En el presente documento se informa de un procedimiento para la produccion de un anticuerpo biespecifico como se
informa en el presente documento, caracterizado por expresar un acido nucleico como se informa en el presente
documento en una célula huésped procariota o eucariota y recuperar el anticuerpo biespecifico de la célula o el
sobrenadante de cultivo celular. Un modo de realizacién es un procedimiento para la preparacion de un anticuerpo
biespecifico como se informa en el presente documento que comprende las etapas de

a) transformar una célula huésped con vectores que comprenden moléculas de acido nucleico que codifican el anticuerpo;
b) cultivar la célula huésped en condiciones que permitan la sintesis del anticuerpo; y
c) recuperar el anticuerpo del cultivo.

En el presente documento se informa del anticuerpo obtenido por dicho procedimiento para la produccion de un
anticuerpo biespecifico.

Los anticuerpos como se informa en el presente documento tienen propiedades muy valiosas debido a sus
modificaciones especificas en la region Fc que provocan un beneficio para un paciente que padece enfermedades
vasculares oculares. Muestran una alta estabilidad en el entorno intravitreo y una lenta difusion desde el ojo (en
comparacion con los fragmentos de anticuerpos mas pequenos sin una region de cadena pesada constante), donde se
localiza y trata la enfermedad real (por lo que, potencialmente, la pauta de tratamiento se puede mejorar en
comparacion con anticuerpos no de tipo IgG como, por ejemplo, fragmentos Fab y (Fab)z2). Por otra parte, los
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anticuerpos como se informa en el presente documento se eliminan bastante rapidamente del suero (lo que es
altamente deseable para reducir los posibles efectos secundarios derivados de la exposicion sistémica).
Sorprendentemente, también muestran una viscosidad mas baja (en comparacion con las versiones sin la
combinacion de las mutaciones 1253A, H310A y H435A en la region constante) y, por lo tanto, son especialmente utiles
para la aplicacién intravitrea a través de agujas finas durante el tratamiento de enfermedades oculares (para dicha
aplicacion se usan tipicamente agujas finas y la alta viscosidad hace que una aplicacion apropiada sea bastante dificil).
La viscosidad mas baja también permite formulaciones de concentracién mas alta.

También sorprendentemente, los anticuerpos como se informa en el presente documento muestran una menor
tendencia a la agregacion durante el almacenamiento (en comparacion con las versiones sin la combinacion de las
mutaciones 1253A, H310A y H435A en la regién Fc), lo que es esencial para la aplicacion intravitrea en el ojo (ya que
una agregacion en el ojo puede dar lugar a complicaciones durante dicho tratamiento).

Los anticuerpos biespecificos como se informa en el presente documento muestran una buena eficacia en la inhibicion
de enfermedades vasculares.

En determinados modos de realizacién, los anticuerpos biespecificos como se informa en el presente documento
debido a sus modificaciones especificas en la region constante (por ejemplo, P329G LALA) muestran propiedades
valiosas como la ausencia de unién de/a los receptores Fc gamma, lo que reduce el riesgo de efectos secundarios
como la trombosis y/o la muerte celular no deseada (debido a, por ejemplo, ADCC).

En un modo de realizacién como se informa en el presente documento, el anticuerpo biespecifico como se informa en
el presente documento es bivalente.

En un modo de realizacion, el dominio variable de cadena pesada (VH) del anticuerpo y el dominio variable de cadena
ligera (VL) del anticuerpo de la cadena pesada y ligera del segundo anticuerpo de longitud completa se estabilizan
adicionalmente mediante la introduccion de un enlace disulfuro entre las siguientes posiciones: posicion 44 del dominio
variable de cadena pesada y posicion 100 del dominio variable de cadena ligera (numeracion de acuerdo con Kabat
(Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National Institutes
of Health, Bethesda, MD (1991)). Las técnicas para introducir puentes disulfuro para la estabilizacién se describen, por
ejemplo, en el documento WO 94/029350, Rajagopal, V., et al., Prot. Eng. 10 (1997) 1453-1459, Kobayashi et al.,
Nuclear Medicine & Biology 25 (1998) 387-393, y Schmidt, M., et al., Oncogene 18 (1999)1711-1721.

En un modo de realizacién, los dominios CH3 del anticuerpo biespecifico bivalente como se informa en el presente
documento se alteran por la tecnologia "botén en ojal" que se describe en detalle con varios ejemplos, por ejemplo, en
el documento WO 96/027011, Ridgway J.B., et al., Protein Eng. 9 (1996) 617-621, y Merchant, A.M., et al., Nat.
Biotechnol. 16 (1998) 677-681. En este procedimiento, las superficies de interaccion de los dos dominios CH3 se
alteran para incrementar la heterodimerizacion de ambas cadenas pesadas que contienen estos dos dominios CH3.
Cada uno de los dos dominios CH3 (de las dos cadenas pesadas) puede ser el "cadena de botén", mientras que el otro
es el "cadena de ojal". La introduccién de un puente disulfuro estabiliza adicionalmente los heterodimeros (Merchant,
AM, et al., Nature Biotech. 16 (1998) 677-681, Atwell, S., et al. J. Mol. Biol. 270 (1997) 26-35) e incrementa el
rendimiento.

En un modo de realizacion preferente de todos los aspectos como se informa en el presente documento los
anticuerpos biespecificos se caracterizan por que

el dominio CH3 de una cadena pesada y el dominio CH3 de la otra cadena pesada se encuentran cada uno en una
interfase que comprende una interfase original entre los dominios CH3 del anticuerpo,

en el que la interfase se altera para promover la formacién del anticuerpo biespecifico, en el que la alteracion se
caracteriza por que:

a) se altera el dominio CH3 de una cadena pesada,

de modo que dentro de la interfase original el dominio CH3 de una cadena pesada que se encuentra con la interfase
original del dominio CH3 de la otra cadena pesada dentro del anticuerpo biespecifico,

se reemplaza un residuo de aminoacido con un residuo de aminoacido que tiene un mayor volumen de cadena lateral,

generando de este modo una protuberancia dentro de la interfase del dominio CH3 de una cadena pesada que se
puede situar en una cavidad dentro de la interfase del dominio CH3 de la otra cadena pesada,

y

b) se altera el dominio CH3 de la otra cadena pesada,

de modo que dentro de la interfase original del segundo dominio CH3 que se encuentra con la interfase original del
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primer dominio CH3 dentro del anticuerpo biespecifico,

se reemplaza un residuo de aminoacido con un residuo de aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas
pequefio, generando de este modo una cavidad dentro de la interfase del segundo dominio CH3 dentro del cual se
puede situar una protuberancia dentro de la interfase del primer dominio CH3.

Por tanto, el anticuerpo de acuerdo con la invencién esta en un modo de realizacién preferente caracterizado por que

el dominio CH3 de la cadena pesada del anticuerpo de longitud completa de a) y el dominio CH3 de la cadena pesada
del anticuerpo de longitud completa de b) se encuentran cada uno en una interfase que comprende una alteracion en
la interfase original entre los dominios CH3 del anticuerpo,

en la que
i) en el dominio CH3 de una cadena pesada

se reemplaza un residuo de aminoacido con un residuo de aminoacido que tiene un mayor volumen de cadena lateral,
generando de este modo una protuberancia dentro de la interfase del dominio CH3 de una cadena pesada que se
puede situar en una cavidad dentro de la interfase del dominio CH3 de la otra cadena pesada,

y enla que
ii) en el dominio CH3 de la otra cadena pesada

se reemplaza un residuo de aminoacido con un residuo de aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas
pequefio, generando de este modo una cavidad dentro de la interfase del segundo dominio CH3 dentro del cual se
puede situar una protuberancia dentro de la interfase del primer dominio CH3.

En un modo de realizacion preferente, el residuo de aminoacido que tiene un mayor volumen de cadena lateral se
selecciona del grupo que consiste en arginina (R), fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W).

En un modo de realizacion preferente, el residuo de aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas pequefio
se selecciona del grupo que consiste en alanina (A), serina (S), treonina (T), valina (V).

En un modo de realizacién, ambos dominios CH3 se alteran ademas mediante la introduccion de un residuo de
cisteina (C) en las posiciones correspondientes de cada dominio CH3, de modo que se puede formar un puente
disulfuro entre ambos dominios CH3.

En un modo de realizacion, el anticuerpo biespecifico comprende una mutaciéon T366W en el dominio CH3 de la
"cadena de botones" y las mutaciones T366S, L368A e Y407V en el dominio CH3 de la "cadena de ojal". También se
puede usar un puente disulfuro intercatenario adicional entre los dominios CH3 (Merchant, A.M, et al., Nature Biotech
16 (1998) 677-681), por ejemplo, introduciendo una mutacion Y349C o S354C en el dominio CH3 de la "cadena de
botones" y una mutacion Y439C o E356C o S354C en el dominio CH3 de la "cadena de ojal".

En un modo de realizacién, el anticuerpo biespecifico como se informa en el presente documento comprende la
mutacion Y349C o S354C y la mutacion T366W en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones S354C o E356C o
Y349C y las mutaciones T366S, L368A e Y407V en el otro de los dos dominios CH3. En un modo de realizacién
preferente, el anticuerpo biespecifico comprende las mutaciones Y349C, T366W en uno de los dos dominios CH3 y las
mutaciones S354C, T366S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominios CH3 (la mutacién Y349C adicional en un
dominio CH3 y la mutacion S354C adicional en el otro dominio CH3 que forma un puente disulfuro intercatenario)
(numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat (Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)). En un modo de realizacion
preferente, el anticuerpo biespecifico comprende las mutaciones S354C, T366W en uno de los dos dominios CH3 y las
mutaciones Y349C, T366S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominios CH3 (la mutaciéon Y349C adicional en un
dominio CH3 y la mutacion S354C adicional en el otro dominio CH3 que forma un puente disulfuro intercatenario)
(numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat (Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)).

Pero también se pueden usar de forma alternativa o adicionalmente otras tecnologias de botén en ojal, como se
describe por el documento EP 1 870 459 A1. Por tanto, otro ejemplo para el anticuerpo biespecifico son las mutaciones
R409D y K370E en el dominio CH3 de la "cadena de botones" y las mutaciones D399K y E357K en el dominio CH3 de
la "cadena de ojal" (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat (Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)).

En otro modo de realizacién, el anticuerpo biespecifico comprende una mutacién T366W en el dominio CH3 de la
"cadena de botones" y las mutaciones T366S, L368A e Y407V en el dominio CH3 de la "cadena de ojal" v,
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adicionalmente, las mutaciones R409D, K370E en el dominio CH3 de la "cadena de botones" y las mutaciones D399K,
E357K en el dominio CH3 de la "cadena de ojal".

En un modo de realizacion, el anticuerpo biespecifico comprende las mutaciones Y349C, T366W en uno de los dos
dominios CH3 y las mutaciones S354C, T366S, L368A e Y407V en el otro de los dos dominios CH3, o el anticuerpo
biespecifico comprende las mutaciones Y349C, T366W en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones S354C,
T366S, L368A e Y407V en el otro de los dos dominios CH3 y, adicionalmente, las mutaciones R409D, K370E en el
dominio CH3 de la "cadena de botones" y las mutaciones D399K, E357K en el dominio CH3 de la "cadena de ojal".

En un modo de realizacion, el anticuerpo biespecifico comprende las mutaciones S354C, T366W en uno de los dos
dominios CH3 y las mutaciones Y349C, T366S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominios CH3, o el anticuerpo
biespecifico comprende las mutaciones S354C, T366W en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones Y349C,
T366S, L368A e Y407V en el otro de los dos dominios CH3 y, adicionalmente, las mutaciones R409D, K370E en el
dominio CH3 de la "cadena de botones" y las mutaciones D399K, E357K en el dominio CH3 de la "cadena de ojal".

Un sitio de unién a antigeno del anticuerpo biespecifico como se informa en el presente documento contiene seis
regiones determinantes de la complementariedad (CDR) que contribuyen en diversos grados a la afinidad del sitio de
unién por su antigeno. Existen tres CDR de dominio variable de cadena pesada (CDRH1, CDRH2 y CDRH3) y tres
CDR de dominio variable de cadena ligera (CDRL1, CDRL2 y CDRL3). La extensién de las CDR y regiones marco (FR)
se determina por comparacion con una base de datos compilada de secuencias de aminoacidos en las que esas
regiones se han definido de acuerdo con la variabilidad entre las secuencias.

En un modo de realizacion de todos los aspectos, el anticuerpo no se une especificamente al FcRn humano. En un
modo de realizacion de todos los aspectos, el anticuerpo ademas se une especificamente a la proteina A
estafilococica.

En un modo de realizacién de todos los aspectos, el anticuerpo no se une especificamente al FcRn humano. En un
modo de realizacion de todos los aspectos, el anticuerpo ademas no se une especificamente a la proteina A
estafilococica.

En un modo de realizacién de todos los aspectos, el primer polipéptido comprende ademas las mutaciones Y349C,
T366S, L368A e Y407V ("ojal") y el segundo polipéptido comprende las mutaciones S354C y T366W ("botdn").

En un modo de realizacién de todos los aspectos, el primer polipéptido comprende ademas las mutaciones S354C,
T366S, L368A e Y407V ("ojal") y el segundo polipéptido comprende las mutaciones Y349C y T366W ("botdn").

En un modo de realizacion de todos los aspectos, los polipéptidos de la region Fc son de la subclase IgG1 humana. En
un modo de realizacion, el primer polipéptido de la region Fc y el segundo polipéptido de la region Fc comprenden
ademas las mutaciones L234A y L235A. En un modo de realizacion, el primer polipéptido de la region Fc y el segundo
polipéptido de la regién Fc comprenden ademas la mutacién P329G.

En un modo de realizacion de todos los aspectos, los polipéptidos de la region Fc son de la subclase IgG4 humana. En
un modo de realizacion, el primer polipéptido de la region Fc y el segundo polipéptido de la regién Fc comprenden
ademas las mutaciones S228P y L235E. En un modo de realizacion, el primer polipéptido de la region Fc y el segundo
polipéptido de la region Fc comprenden ademas la mutacién P329G.

El anticuerpo como se informa en el presente documento se produce por medios recombinantes. Por tanto, un aspecto
como se informa en el presente documento es un acido nucleico que codifica el anticuerpo como se informa en el
presente documento y otro aspecto es una célula que comprende el acido nucleico que codifica un anticuerpo como se
informa en el presente documento. Son conocidos ampliamente en el estado de la técnica procedimientos para la
produccién recombinante y comprenden la expresion de proteinas en células procariotas y eucariotas con el
aislamiento posterior del anticuerpo y, normalmente, la purificacion hasta una pureza farmacéuticamente aceptable.
Para la expresion de los anticuerpos como se ha mencionado anteriormente en una célula huésped, los acidos
nucleicos que codifican las cadenas ligeras y pesadas (modificadas) respectivas se insertan en vectores de expresion
por procedimientos estandar. La expresion se realiza en células huésped procariotas o eucariotas apropiadas, como
células CHO, células NSO, células SP2/0, células HEK293, células COS, células PER.CB6, levaduras o células de E.
coli, y el anticuerpo se recupera de las células (sobrenadante de cultivo o células después de la lisis). Son bien
conocidos en el estado de la técnica procedimientos generales para la produccion recombinante de anticuerpos y se
describen, por ejemplo, en los articulos de revisién de Makrides, S.C., Protein Expr. Purif. 17 (1999) 183-202, Geisse,
S., et al., Protein Expr. Purif. 8 (1996) 271-282, Kaufman, R.J., Mol. Biotechnol. 16 (2000) 151-160, y Werner, R.G.,
Drug Res. 48 (1998) 870-880.

En el presente documento se informa de un procedimiento para la preparaciéon de un anticuerpo biespecifico como se
informa en el presente documento, que comprende las etapas de

b) transformar una célula huésped con vectores que comprenden moléculas de acido nucleico que codifican el
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anticuerpo,
c) cultivar la célula huésped en condiciones que permitan la sintesis del anticuerpo, y
d) recuperar el anticuerpo del cultivo.

En un modo de realizacion, la etapa de recuperacion en c) incluye el uso de un reactivo de captura especifico del
dominio constante de cadena ligera (que, por ejemplo, es especifico para la cadena ligera constante kappa o lambda,
dependiendo de si una cadena ligera kappa o lambda esta contenida en el anticuerpo biespecifico). En un modo de
realizacion, este reactivo de captura especifico de cadena ligera se usa en un modo de union y elucion. Los ejemplos
de dichos reactivos de captura especificos del dominio constante de cadena ligera son, por ejemplo, KappaSelect™ y
LambdaFabSelect™ (disponibles de GE Healthcare/BAC), que se basan en una matriz de base de agarosa altamente
rigida que permite altos caudales y baja contrapresién a gran escala. Estos materiales contienen un ligando que se une
a la region constante de la cadena ligera kappa o lambda, respectivamente (es decir, los fragmentos que carecen de la
region constante de la cadena ligera no se uniran). Por lo tanto, ambas se pueden unir a otras moléculas diana que
contienen la region constante de la cadena ligera, por ejemplo, IgG, IgA e IgM. Los ligandos se unen a la matriz por
medio de un largo brazo espaciador hidréfilo para que estén facilmente disponibles para unirse a la molécula diana. Se
basan en un fragmento de anticuerpo monocatenario que se criba para detectar Ig kappa o bien lambda humana.

En un modo de realizacion, la etapa de recuperacion en c) incluye el uso de un reactivo de captura especifico de la
region Fc. En un modo de realizacion, el reactivo de captura especifico de la region Fc se usa en un modo de union y
elucion. Los ejemplos de dichos reactivos de captura especificos de la region Fc son, por ejemplo, materiales de
cromatografia de afinidad basados en la proteina A de Staphylococcus.

Los anticuerpos biespecificos se separan adecuadamente del medio de cultivo mediante procedimientos
convencionales de purificacion de inmunoglobulinas tales como, por ejemplo, cromatografia de afinidad (proteina
A-Sepharose o KappaSelect™, LambdaFabSelect™), cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel o dialisis.

El ADN y el ARN que codifican los anticuerpos monoclonales se aislan y secuencian facilmente usando
procedimientos convencionales. Los linfocitos B o las células de hibridoma pueden servir como fuente de dichos ADN
y ARN. Una vez aislado, el ADN se puede insertar en vectores de expresion, que se transfectan a continuacion en
células huésped tales como células HEK 293, células CHO o células de mieloma que de otro modo no producen
proteina inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales recombinantes en las células
huésped.

Algunas de las moléculas como se informa en el presente documento facilitan el aislamiento/purificacion al
comprender regiones Fc que se modifican diferencialmente, en las que al menos una de las modificaciones da como
resultado i) una afinidad diferencial de la molécula por la proteina A (estafilocécica) y ii) una afinidad diferencial de la
molécula por el FcRn humano, y la molécula se puede aislar de una célula alterada, de un medio o de una mezcla de
moléculas en base a su afinidad por la proteina A.

La purificacién de los anticuerpos se realiza para eliminar componentes celulares u otros contaminantes, por ejemplo,
otros acidos nucleicos celulares o proteinas, mediante técnicas estandar, que incluyen tratamiento alcalino/SDS,
centrifugacion por gradiente de CsCl, cromatografia en columna, electroforesis en gel de agarosa y otros bien
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Ausubel, F., et al., ed. Current Protocols in Molecular Biology, Greene
Publishing and Wiley Interscience, Nueva York (1987)). Diferentes procedimientos estan bien establecidos y se usan
ampliamente para la purificacion de proteinas, tales como cromatografia de afinidad con proteinas microbianas (por
ejemplo, cromatografia de afinidad con proteina A o proteina G), cromatografia de intercambio iénico (por ejemplo,
intercambio catiénico (resinas de carboximetilo), intercambio anidnico (resinas de aminoetilo) e intercambio en modo
mixto), adsorcion tiofilica (por ejemplo, con beta-mercaptoetanol y otros ligandos SH), cromatografia de interaccion
hidréfoba o adsorcion aromética (por ejemplo, con fenil-Sepharose, resinas aza-arenofilicas o acido
m-aminofenilbordnico), cromatografia de afinidad por quelatos metélicos (por ejemplo, con material de afinidad por
Ni(ll) y Cu(ll)), cromatografia de exclusion por tamario y procedimientos electroforéticos (tales como electroforesis en
gel, electroforesis capilar) (Vijayalakshmi, M.A., Appl. Biochem. Biotech. 75 (1998) 93-102).

Un aspecto como se informa en el presente documento es una formulacion farmacéutica que comprende un anticuerpo
como se informa en el presente documento. Otro aspecto como se informa en el presente documento es el uso de un
anticuerpo como se informa en el presente documento para la fabricacién de una formulacién farmacéutica. Otro
aspecto como se informa en el presente documento es un procedimiento para la fabricacion de una formulacion
farmacéutica que comprende un anticuerpo como se informa en el presente documento. En otro aspecto, se
proporciona una formulacion, por ejemplo, una formulacién farmacéutica, que contiene un anticuerpo como se informa
en el presente documento, formulado conjuntamente con un vehiculo farmacéutico.

Una formulacion de la presente invencion se puede administrar por una variedad de procedimientos conocidos en la

técnica. Como se apreciara por el experto en la técnica, la via y/o modo de administracion variardn dependiendo de los
resultados deseados. Para administrar un compuesto como se informa en el presente documento mediante
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determinadas vias de administracion, puede ser necesario recubrir el compuesto con, o coadministrar el compuesto
con, un material para evitar su inactivacion. Por ejemplo, el compuesto se puede administrar a un sujeto en un vehiculo
apropiado, por ejemplo, liposomas o un diluyente. Los diluyentes farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones
tampon salinas y acuosas. Los vehiculos farmacéuticos incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos
estériles para la preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. El uso de dichos
medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es conocido en la técnica.

Se pueden usar muchos modos posibles de administracion, incluyendo, pero sin limitarse a, la aplicacién intraocular o
la aplicacion tépica. En un modo de realizacién, la aplicacion es intraocular e incluye, pero no se limita a, inyeccion
subconjuntival, inyeccién intracanieral, inyeccién en la cadmara anterior por medio del limbo temporal, inyeccion
intraestromal, inyeccion intracorneal, inyeccion subretiniana, inyeccion en el humor acuoso, inyeccion subtenoniana o
dispositivo de administracion mantenida, inyeccién intravitrea (por ejemplo, inyeccidon vitrea anterior, media o
posterior). En un modo de realizacién, la aplicacién es topica e incluye, pero no se limita a, colirio en la cornea.

En un modo de realizacion, el anticuerpo biespecifico o la formulacién farmacéutica como se informa en el presente
documento se administra por medio de aplicacion intravitrea, por ejemplo, por medio de inyeccion intravitrea. Esto se
puede realizar de acuerdo con los procedimientos estandar conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Ritter et al., J.
Clin. Invest. 116 (2006) 3266-3276, Russelakis-Carneiro et al., Neuropathol. Appl. Neurobiol. 25 (1999) 196-206, y
Wray et al., Arch. Neurol. 33 (1976) 183-185).

En algunos modos de realizacion, los kits terapéuticos como se informa en el presente documento pueden contener
una o0 mas dosis de un anticuerpo (biespecifico) presente en una formulacion farmacéutica descrita en el presente
documento, un dispositivo adecuado para la inyeccion intravitrea de la formulacién farmacéutica, y una instrucciéon que
detalla los sujetos adecuados y los protocolos para llevar a cabo la inyeccion. En estos modos de realizacion, las
formulaciones se administran tipicamente al sujeto que necesita tratamiento por medio de inyeccién intravitrea. Esto
se puede realizar de acuerdo con los procedimientos estandar conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, Ritter et
al., J. Clin. Invest. 116 (2006) 3266-3276, Russelakis-Carneiro et al., Neuropathol. Appl. Neurobiol. 25 (1999) 196-206,
y Wray et al., Arch. Neurol. 33 (1976) 183-185).

Las formulaciones también pueden contener adyuvantes, tales como conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes y agentes dispersantes. La prevencion de la presencia de microorganismos se puede garantizar tanto
mediante procedimientos de esterilizacién, supra, como mediante la inclusion de diversos agentes antibacterianos y
antifngicos, por ejemplo, parabeno, clorobutanol, fenol, acido sérbico y similares. También puede ser deseable incluir
agentes isotonicos, tales como azucares, cloruro de sodio y similares, en las formulaciones. Ademas, se puede
provocar la absorcién prolongada de la forma farmacéutica inyectable mediante la inclusion de agentes que retrasen la
absorcion, tales como monoestearato de aluminio y gelatina.

Independientemente de la via de administracion seleccionada, los compuestos como se informa en el presente
documento, que se pueden usar en una forma hidratada adecuada, y/o las formulaciones farmacéuticas como se
informa en el presente documento se formulan en formas farmacéuticas farmacéuticamente aceptables mediante
procedimientos convencionales conocidos por los expertos en la técnica.

Se pueden variar las concentraciones de dosificacion reales de los ingredientes activos en las formulaciones
farmacéuticas como se informa en el presente documento para obtener una cantidad del ingrediente activo que sea
eficaz para lograr la respuesta terapéutica deseada para un paciente, formulacién y modo de administracion
particulares, sin que sean tdxicas para el paciente. La concentracion de dosificacion seleccionada dependera de una
variedad de factores farmacocinéticos, incluyendo la actividad de las formulaciones particulares empleadas, la via de
administracion, el tiempo de administracion, la tasa de excrecion del compuesto particular que se emplea, la duracion
del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o materiales usados en combinacién con las formulaciones particulares
empleadas, la edad, sexo, peso, estado, salud general y antecedentes médicos del paciente que se trata, y factores
similares bien conocidos en las técnicas médicas.

La formulacion debe ser estéril y fluida en la medida en que la formulacion sea administrable mediante jeringuilla.
Ademas del agua, el vehiculo es preferentemente una solucién salina tamponada isoténica.

La fluidez apropiada se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como lecitina, mediante
el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de una dispersién y mediante el uso de tensioactivos.
En muchos casos, es preferente incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes, tales como manitol o
sorbitol, y cloruro de sodio en la formulacion.

La formulacion puede comprender una formulacién oftalmica de liberacién lenta que comprende un agente activo para
administracion subconjuntival. La formulaciéon oftalmica de liberacion lenta comprende microparticulas de agente
activo esencialmente puro, por ejemplo, el anticuerpo biespecifico como se informa en el presente documento. Las
microparticulas que comprenden el anticuerpo biespecifico como se informa en el presente documento se pueden
incorporar en un polimero farmacéuticamente aceptable biocompatible o un agente de encapsulacién de lipidos. Las
formulaciones de liberacién lenta se pueden adaptar para liberar todo de sustancialmente todo el material activo
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durante un periodo prolongado de tiempo. El polimero o matriz lipidica, si estéd presente, se puede adaptar para
degradarse lo suficiente como para que se transporte desde el sitio de administracion después de la liberacion de todo
o sustancialmente todo el agente activo. La formulacion de liberacion lenta puede ser una formulacion liquida, que
comprende un polimero farmacéuticamente aceptable y un agente activo disuelto o dispersado. Tras la inyeccion, el
polimero forma un depdsito en el sitio de las inyecciones, por ejemplo, mediante gelificacion o precipitacion.

Otro aspecto de la invencion es el anticuerpo biespecifico como se informa en el presente documento para su uso en
el tratamiento de enfermedades vasculares oculares.

Otro aspecto de la invencion es la formulacién farmacéutica como se informa en el presente documento para su uso en
el tratamiento de enfermedades vasculares oculares.

En el presente documento se informa del uso de un anticuerpo como se informa en el presente documento para la
fabricacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades vasculares oculares.

Con el presente documento se indica expresamente que el término "que comprende" como se usa en el presente
documento comprende el término "que consiste en". Por tanto, todos los aspectos y modos de realizacién que
contienen el término "que comprende" se divulgan igualmente con el término "que consiste en".

Modificaciones

En otro aspecto, una region Fc o anticuerpo como se informa en el presente documento asi como de acuerdo con
cualquiera de los modos de realizacion anteriores puede incorporar cualquiera de los rasgos caracteristicos,
individualmente o en combinacion, como se describe en las secciones 1-6 a continuacion:

1. Afinidad de anticuerpos

En un modo de realizacion, la Kd se mide usando un ensayo de resonancia de plasmon superficial BIACORE®. Por
ejemplo, se realiza un ensayo usando un BIACORE®-2000 o un BIACORE®-3000 (GE Healthcare, Inc., Piscataway,
NJ) a 25 °C con chips CM5 de antigeno inmovilizado a ~10 unidades de respuesta (UR). En un modo de realizacion,
los chips de biosensor de dextrano carboximetilado (CM5, GE Healthcare, Inc.) se activan con clorhidrato de
N-etil-N-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) de acuerdo con las instrucciones del
proveedor. El antigeno se diluye con acetato de sodio 10 mM, pH 4,8, hasta 5 ug/ml (~0,2 yM) antes de la inyeccion a
un caudal de 5 pl/minuto para lograr aproximadamente 10 unidades de respuesta (UR) de proteina acoplada. Después
de la inyeccion del antigeno, se inyecta etanolamina 1 M para bloquear los grupos sin reaccionar. Para las mediciones
cinéticas, se inyectan diluciones seriadas al 2 % de Fab (de 0,78 nM a 500 nM) en PBS con tensioactivo polisorbato 20
(TWEEN-20™) (PBST) al 0,05 % a 25 °C a un caudal de aproximadamente 25 pl/min. Se calculan las velocidades de
asociacion (kaso) y velocidades de disociacion (kdis) usando un modelo de unién de Langmuir uno a uno sencillo
(programa informatico de evaluacion de BIACORE®, version 3.2) ajustando simultaneamente los sensogramas de
asociacion y disociacion. La constante de disociacion en equilibrio (Kd) se calcula como la proporcion Kkdis/kaso (Véase,
por ejemplo, Chen, Y. et al., J. Mol. Biol. 293 (1999) 865-881). Si la velocidad de asociacion supera 108 M s
mediante el ensayo de resonancia de plasmén superficial anterior, entonces la velocidad de asociacién se puede
determinar usando una técnica de extincién fluorescente que mide el incremento o disminucién en la intensidad de
emision de fluorescencia (excitacion = 295 nm; emisién = 340 nm, paso de banda 16 nm) a 25 °C de un anticuerpo
antiantigeno 20 nM (forma Fab) en PBS, pH 7,2, en presencia de concentraciones crecientes de antigeno como se
mide en un espectrometro, tal como un espectrofotometro equipado con interrupcion de flujo (Aviv Instruments) o un
espectrofotometro SLM-AMINCO™ serie 8000 (ThermoSpectronic) con una cubeta agitada.

2. Anticuerpos quiméricos y humanizados

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo
quimérico. Se describen determinados anticuerpos quiméricos, por ejemplo, en el documento US 4.816.567; y
Morrison, S.L., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984) 6851-6855). En un ejemplo, un anticuerpo quimérico
comprende una region variable no humana (por ejemplo, una regioén variable derivada de un ratén, rata, hamster,
conejo o primate no humano, tal como un mono) y una regién constante humana. En otro ejemplo, un anticuerpo
quimérico es un anticuerpo de "clase cambiada" en el que se ha cambiado la clase o subclase respecto a la del
anticuerpo original. Los anticuerpos quimeéricos incluyen fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo humanizado. Tipicamente, se
humaniza un anticuerpo no humano para reducir la inmunogenicidad en los seres humanos, mientras que se retienen
la especificidad y afinidad del anticuerpo no humano original. En general, un anticuerpo humanizado comprende uno o
mas dominios variables en los que las HVR, por ejemplo, las CDR (o partes de las mismas), se derivan de un
anticuerpo no humano y las FR (o partes de las mismas) se derivan de secuencias de anticuerpos humanos. Un
anticuerpo humanizado también comprendera opcionalmente al menos una parte de una region constante humana. En
algunos modos de realizacion, se sustituyen algunos residuos de FR en un anticuerpo humanizado con los residuos
correspondientes de un anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del que se derivan los residuos de HVR), por
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ejemplo, para restablecer o mejorar la especificidad o afinidad del anticuerpo.

Los anticuerpos humanizados y los procedimientos de preparacién de los mismos se revisan, por ejemplo, en Almagro,
J.C. y Fransson, J., Front. Biosci. 13 (2008) 1619-1633, y se describen adicionalmente, por ejemplo, en Riechmann, I.,
et al., Nature 332 (1988) 323-329; Queen, C., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86 (1989) 10029-10033; los
documentos US 5.821.337, US 7.527.791, US 6.982.321 y US 7.087.409; Kashmiri, S.V., et al., Methods 36 (2005)
25-34 (que describen el injerto en la region determinante de la especificidad (SDR)); Padlan, E.A., Mol. Immunol. 28
(1991) 489-498 (que describe el "rebarnizado"); Dall’Acqua, W.F. et al., Methods 36 (2005) 43-60 (que describen el
"barajado de FR"); Osbourn, J. et al., Methods 36 (2005) 61-68; y Klimka, A. et al., Br. J. Cancer 83 (2000) 252-260
(que describen el enfoque de "seleccion guiada" para el barajado de FR).

Las regiones marco humanas que se pueden usar para la humanizacién incluyen, pero no se limitan a: regiones marco
seleccionadas usando el procedimiento de "mejor ajuste" (véase, por ejemplo, Sims, M.J., et al., J. Immunol. 151
(1993) 2296-2308; regiones marco derivadas de la secuencia consenso de anticuerpos humanos de un subgrupo
particular de regiones variables de cadena ligera o pesada (véase, por ejemplo, Carter, P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89 (1992) 4285-4289; y Presta, L.G., et al., J. Immunol. 151 (1993) 2623-2632); regiones marco maduras
(mutadas somaticamente) humanas o regiones marco de la estirpe germinal humana (véase, por ejemplo, Almagro,
J.C. y Fransson, J., Front. Biosci. 13 (2008) 1619-1633); y regiones marco derivadas del cribado de colecciones de FR
(véase, por ejemplo, Baca, M. et al., J. Biol. Chem. 272 (1997) 10678-10684 y Rosok, M.J. et al., J. Biol. Chem. 271
(19969 22611-22618).

3. Anticuerpos humanos

En determinados modos de realizacion, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo
humano. Se pueden producir anticuerpos humanos usando diversas técnicas conocidas en la técnica. Los anticuerpos
humanos se describen, en general, en van Dijk, M.A. y van de Winkel, J.G., Curr. Opin. Pharmacol. 5 (2001) 368-374 y
Lonberg, N., Curr. Opin. Immunol. 20 (2008) 450-459.

Se pueden preparar anticuerpos humanos administrando un inmunégeno a un animal transgénico que se ha
modificado para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en
respuesta a la exposicion a antigeno. Dichos animales tipicamente contienen todos o una parte de los locus de
inmunoglobulina humana, que remplazan a los locus de inmunoglobulina enddgena, o que estan presentes de forma
extracromosomica o integrados aleatoriamente en los cromosomas del animal. En dichos ratones transgénicos, los
locus de inmunoglobulina enddgena, en general, se han inactivado. Para una revisién de los procedimientos para
obtener anticuerpos humanos de animales transgénicos, véase Lonberg, N., Nat. Biotech. 23 (2005) 1117-1125.
(Véanse también, por ejemplo, los documentos US 6.075.181 y US 6.150.584 que describen la tecnologia
XENOMOUSE™; el documento US 5.770.429, que describe la tecnologia HUMAB®; el documento US 7.041.870, que
describe la tecnologia K-M MOUSE®, y el documento US 2007/0061900, que describe la tecnologia
VELOCIMOUSE®). Las regiones variables humanas de anticuerpos intactos generados por dichos animales se
pueden modificar adicionalmente, por ejemplo, mediante combinacién con una regién constante humana diferente.

También se pueden preparar anticuerpos humanos mediante procedimientos basados en hibridoma. Se han descrito
lineas celulares de heteromieloma ratén-humano y mieloma humano para la produccion de anticuerpos monoclonales
humanos (véase, por ejemplo, Kozbor, D., J. Immunol. 133 (1984) 3001-3005; Brodeur, B.R., et al., Monoclonal
Antibody Production Techniques and Applications, Marcel Dekker, Inc., Nueva York (1987), pp. 51-63; y Boerner, P., et
al., J. Immunol. 147 (1991) 86-95). Los anticuerpos humanos generados por medio de tecnologia de hibridoma de
linfocitos B humanos también se describen en Li, J. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 103 (2006) 3557-3562. Los
procedimientos adicionales incluyen los descritos, por ejemplo, en el documento US 7.189.826 (que describe la
produccién de anticuerpos IgM humanos monoclonales a partir de lineas celulares de hibridoma) y Ni, J., Xiandai
Mianyixue 26 (2006) 265-268 (que describe hibridomas humano-humano). La tecnologia de hibridoma humano
(tecnologia Trioma) también se describe en Vollmers, H.P. y Brandlein, S., Histology and Histopathology 20 (2005)
927-937 y Vollmers, H.P. y Brandlein, S., Methods and Findings in Experimental and Clinical Pharmacology 27 (2005)
185-191.

También se pueden generar anticuerpos humanos aislando secuencias de dominio variable del clon Fv seleccionadas
de colecciones de presentacion en fagos derivadas de seres humanos. A continuacion, se pueden combinar dichas
secuencias de dominio variable con un dominio constante humano deseado. Las técnicas para seleccionar
anticuerpos humanos de colecciones de anticuerpos se describen a continuacion.

4. Anticuerpos derivados de colecciones

Se pueden aislar anticuerpos como se informa en el presente documento cribando colecciones combinatorias para
determinar los anticuerpos con la actividad o las actividades deseadas. Por ejemplo, una variedad de procedimientos
son conocidos en la técnica para generar colecciones de presentacion en fagos y cribar dichas colecciones para
determinar anticuerpos que posean las caracteristicas de unién deseadas. Dichos procedimientos se revisan, por
ejemplo, en Hoogenboom, H.R., et al., Methods in Molecular Biology 178 (2001) 1-37 y se describen adicionalmente,
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por ejemplo, en McCafferty, J. et al., Nature348 (1990) 552-554; Clackson, T. et al., Nature 352 (1991) 624-628; Marks,
J.D. et al., J. Mol. Biol. 222 (1992) 581-597; Marks, J.D. y Bradbury, A., Methods in Molecular Biology 248 (2003)
161-175; Sidhu, S.S. et al., J. Mol. Biol. 338 (2004) 299-310; Lee, C.V. et al., J. Mol. Biol. 340 (2004) 1073-1093;
Fellouse, F.A., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101 (2004) 12467-12472; y Lee, C.V. et al., J. Immunol. Methods 284 (2004)
119-132.

En determinados procedimientos de presentacion en fagos, los repertorios de los genes VH y VL se clonan por
separado mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan aleatoriamente en colecciones de
fagos, que a continuacion se pueden cribar para determinar los fagos que se unen a los antigenos como se describe en
Winter G., et al.,, Ann. Rev. Immunol., 12 (1994) 433-455. El fago tipicamente presenta fragmentos de anticuerpo,
como fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o bien como fragmentos Fab. Las colecciones de fuentes inmunizadas
proporcionan anticuerpos de alta afinidad por el inmundgeno sin el requisito de construir hibridomas. De forma
alternativa, se puede clonar el repertorio sin exposicion previa (por ejemplo, a partir de un ser humano) para
proporcionar una uUnica fuente de anticuerpos para una amplia gama de antigenos propios y no propios sin ninguna
inmunizacién como se describe por Griffiths, A.D., et al., EMBO J. 12 (1993) 725-734.

Finalmente, también se pueden preparar sintéticamente colecciones sin exposicién previa clonando segmentos
génicos V no reordenados a partir de células madre y usando cebadores de PCR que contienen una secuencia
aleatoria para codificar las regiones CDR3 altamente variables y para conseguir el reordenamiento in vitro, como se
describe por Hoogenboom, H.R. y Winter, G., J. Mol. Biol. 227 (1992) 381-388. Las publicaciones de patente que
describen colecciones de fagos de anticuerpos humanos incluyen, por ejemplo: los documentos US 5.750.373, y US
2005/0079574, US 2005/0119455, US 2005/0266000, US 2007/0117126, US 2007/0160598, US 2007/0237764, US
2007/0292936 y US 2009/0002360.

Los anticuerpos o fragmentos de anticuerpo aislados de colecciones de anticuerpos humanos se consideran
anticuerpos humanos o fragmentos de anticuerpo humano en el presente documento.

5. Anticuerpos multiespecificos

En determinados modos de realizacién, un anticuerpo proporcionado en el presente documento es un anticuerpo
multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos
monoclonales que tienen especificidades de unién por al menos dos sitios diferentes. También se pueden usar
anticuerpos biespecificos para localizar agentes citotéxicos con respecto a células que expresan uno o mas de los
antigenos diana. Se pueden preparar anticuerpos biespecificos como anticuerpos de longitud completa o fragmentos
de anticuerpo.

Las técnicas para preparar anticuerpos multiespecificos incluyen, pero no se limitan a, la coexpresion recombinante de
dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina que tienen diferentes especificidades (véase Milstein,
C. y Cuello, A.C., Nature 305 (1983) 537-540, el documento WO 93/08829 y Traunecker, A., et al., EMBO J. 10 (1991)
3655-3659), y la genomanipulacion "botén en ojal" (véase, por ejemplo, el documento US 5.731.168). También se
pueden preparar anticuerpos multiespecificos genomanipulando los efectos de conduccidn electrostatica para
preparar moléculas heterodiméricas de Fc de anticuerpo (documento WO 2009/089004); reticular dos o mas
anticuerpos o fragmentos (véanse, por ejemplo, el documento US 4.676.980, y Brennan, M., et al., Science 229 (1985)
81-83); usar cremalleras de leucinas para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo, Kostelny, S.A., et al.,
J. Immunol. 148 (1992) 1547-1553); usar la tecnologia de "diacuerpos" para preparar fragmentos de anticuerpo
biespecifico (véase, por ejemplo, Holliger, P., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 6444-6448); y usar dimeros
de Fv monocatenarios (sFv) (véase, por ejemplo, Gruber, M., et al., J. Immunol. 152 (1994) 5368-5374); y preparar
anticuerpos triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt, A., et al., J. Immunol. 147 (1991) 60-69).

Los anticuerpos genomanipulados con tres o mas sitios de unién a antigeno funcionales, incluyendo los "anticuerpos
pulpo", también se incluyen en el presente documento (véase, por ejemplo, el documento US 2006/0025576).

El anticuerpo o fragmento en el presente documento también incluye un "Fab de doble accién" o "DAF" que comprende
un sitio de union a antigeno que se une a un primer antigeno asi como a otro antigeno diferente (véase, el documento
US 2008/0069820, por ejemplo).

El anticuerpo o fragmento en el presente documento también incluye anticuerpos multiespecificos descritos en los
documentos WO 2009/080251, WO 2009/080252, WO 2009/080253, WO 2009/080254, WO 2010/112193, WO
2010/115589, WO 2010/136172, WO 2010/145792 y WO 2010/145793.

6. Variantes de region Fc y de anticuerpos
En determinados modos de realizacién, se contemplan variantes de secuencia de aminoacidos de las regiones Fc o
los anticuerpos proporcionados en el presente documento. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de

unién al antigeno y/u otras propiedades biolégicas del anticuerpo. Las variantes de secuencia de aminoacidos de una
regiéon Fc o un anticuerpo se pueden preparar introduciendo modificaciones apropiadas en la secuencia de nucleétidos
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que codifica el anticuerpo o mediante sintesis de péptidos. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones
de, y/o inserciones en y/o sustituciones de residuos dentro de las secuencias de aminoacidos de la regién Fc o el
anticuerpo. Se puede realizar cualquier combinacion de delecion, insercion y sustitucion para llegar a la construccion
final, siempre que la construccion final posea las caracteristicas deseadas, por ejemplo, unién a antigeno.

a) Variantes de sustitucion, insercion y delecién

En determinados modos de realizacion, se proporcionan variantes de region Fc o de anticuerpo que tienen una o mas
sustituciones de aminoacidos. Los sitios de interés para la mutagénesis de sustitucion incluyen las HVR y las FR. Las
sustituciones conservadoras se muestran en la tabla a continuacion bajo el encabezamiento de "sustituciones
preferentes". Se proporcionan cambios mas sustanciales en la siguiente tabla bajo el encabezamiento de
"sustituciones ejemplares" y como se describe adicionalmente a continuacién en referencia a las clases de la cadena
lateral de los aminoacidos. Se pueden introducir sustituciones de aminoacidos en un anticuerpo de interés y cribar los
productos para determinar una actividad deseada, por ejemplo, unién a antigeno retenida/mejorada, inmunogenicidad
disminuida, o ADCC o CDC mejorada.

TABLA.

Residuo original Sustituciones ejemplares Sustituciones preferentes
Ala (A) Val; Leu; lle Val
Arg (R) Lys; GIn; Asn Lys
Asn (N) GlIn; His; Asp, Lys; Arg GIn
Asp (D) Glu; Asn Glu
Cys (C) Ser; Ala Ser
GiIn (Q) Asn; Glu Asn
Glu (E) Asp; GIn Asp
Gly (G) Ala Ala
His (H) Asn; Gin; Lys; Arg Arg
lle (1) Leu; Val; Met; Ala; Phe; norleucina Leu
Leu (L) Norleucina; lle; Val; Met; Ala; Phe lle
Lys (K) Arg; GIn; Asn Arg
Met (M) Leu; Phe; lle Leu
Phe (F) Trp; Leu; Val; lle; Ala; Tyr Tyr
Pro (P) Ala Ala
Ser (S) Thr Thr
Thr (T) Val; Ser Ser
Trp (W) Tyr; Phe Tyr
Tyr (Y) Trp; Phe; Thr; Ser Phe
Val (V) lle; Leu; Met; Phe; Ala; norleucina Leu

Los aminoacidos se pueden agrupar de acuerdo con propiedades de cadena lateral comunes:

(1) hidréfobos: norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

(2) hidrdfilos neutros: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

(3) acidos: Asp, Glu;

(4) basicos: His, Lys, Arg;

(5) residuos que influyen en la orientacion de la cadena: Gly, Pro;

(6) aromaticos: Trp, Tyr, Phe.

Las sustituciones no conservadoras supondran intercambiar un miembro de una de estas clases por otra clase.

Un tipo de variante de sustituciéon implica sustituir uno o mas residuos de la regiéon hipervariable de una regién Fc o

anticuerpo original (por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). En general, la(s) variante(s) resultante(s)
seleccionada(s) para su estudio adicional tendra(n) modificaciones (por ejemplo, mejoras) en determinadas
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propiedades bioldgicas (por ejemplo, afinidad incrementada, inmunogenicidad reducida) con respecto a la region Fc o
anticuerpo original y/o habra(n) retenido sustancialmente determinadas propiedades biolégicas de la regién Fc o
anticuerpo original. Una variante de sustitucién ejemplar es un anticuerpo madurado en afinidad, que se puede generar
convenientemente, por ejemplo, usando técnicas de maduracion de la afinidad basadasen presentacion en fagos,
tales como las descritas en el presente documento. En resumen, se mutan uno o mas residuos de HVR y los
anticuerpos variantes se presentan en fagos y se criban para determinar una actividad bioldgica particular (por
ejemplo, afinidad de unién).

Se pueden realizar alteraciones (por ejemplo, sustituciones) en las HVR, por ejemplo, para mejorar la afinidad del
anticuerpo. Dichas alteraciones se pueden realizar en "puntos calientes" de la HVR, es decir, residuos codificados por
codones que se someten a una mutacion con alta frecuencia durante el proceso de maduraciéon somatica (véase, por
ejemplo, Chowdhury, P.S., Methods Mol. Biol. 207 (2008) 179-196), y/o residuos que entran en contacto con el
antigeno, sometiéndose a prueba el VH o VL variante resultante para determinar la afinidad de union. Se ha descrito la
maduracion de afinidad mediante la construccion y reseleccion de colecciones secundarias, por ejemplo, en
Hoogenboom, H.R., et al., en Methods in Molecular Biology 178 (2002) 1-37. En algunos modos de realizacion de la
maduracion de la afinidad, se introduce diversidad en los genes variables elegidos para la maduracion mediante
cualquiera de una variedad de procedimientos (por ejemplo, PCR propensa a error, reordenamiento de cadenas o
mutagénesis dirigida por oligonucleétidos). A continuacion, se crea una segunda coleccion. A continuacion, se criba la
coleccidn para identificar cualquier variante de anticuerpo con la afinidad deseada. Otro procedimiento para introducir
diversidad implica enfoques dirigidos a HVR, en los que se aleatorizan varios residuos de HVR (por ejemplo, 4-6
residuos a la vez). Se pueden identificar especificamente los residuos de HVR implicados en la unién a antigeno, por
ejemplo, usando modelado o mutagénesis por barrido de alanina. A menudo se seleccionan en particular CDR-H3 y
CDR-L3.

En determinados modos de realizacion, se pueden producir sustituciones, inserciones o deleciones dentro de una o
mas HVR, siempre que dichas alteraciones no reduzcan sustancialmente la capacidad del anticuerpo de unirse al
antigeno. Por ejemplo, se pueden realizar alteraciones conservadoras (por ejemplo, sustituciones conservadoras
como se proporciona en el presente documento) que no reduzcan sustancialmente la afinidad de unién en las HVR.
Dichas alteraciones pueden, por ejemplo, estar fuera de los residuos que entran en contacto con el antigeno en las
HVR. En determinados modos de realizacion de las secuencias de VH y VL variantes proporcionadas anteriormente,
cada HVR esta inalterada o bien no contiene mas de una, dos o tres sustituciones de aminoacidos.

Un procedimiento Util para la identificacion de residuos o regiones de una region Fc o anticuerpo que se puede
seleccionar para la mutagénesis se llama "mutagénesis por barrido de alanina" como se describe por Cunningham,
B.C. yWells, J.A., Science 244 (1989) 1081-1085. En este procedimiento, se identifican un residuo o grupo de residuos
diana (por ejemplo, residuos cargados, tales como arg, asp, his, lys y glu) y se remplazan por un aminoacido neutro o
cargado negativamente (por ejemplo, alanina o polialanina) para determinar si la propiedad biolégica deseada, tal
como, por ejemplo, la interaccion del anticuerpo con el antigeno, se ve afectada. Se pueden introducir otras
sustituciones en las localizaciones de aminoacidos que demuestren sensibilidad funcional a las sustituciones iniciales.
De forma alternativa, o adicionalmente, se puede usar una estructura cristalina de una regién Fc o anticuerpo que
comprende un complejo para identificar puntos de contacto. Dichos residuos de contacto y residuos adyacentes se
pueden seleccionar o eliminar como candidatos para la sustitucion. Las variantes se pueden cribar para determinar si
contienen las propiedades deseadas.

Las inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxiterminales que varian en longitud
desde un residuo a polipéptidos que contienen cien o mas residuos, asi como inserciones intrasecuenciales de
residuos de aminodacidos Unicos o multiples. Los ejemplos de inserciones terminales incluyen una regién Fc o
anticuerpo con un residuo de metionilo N terminal. Otras variantes de insercion de la molécula de la region Fc o del
anticuerpo incluyen la fusién al extremo N o C de la regién Fc o el anticuerpo a una enzima (por ejemplo, para ADEPT)
o un polipéptido que incremente la semivida en suero de la region Fc o el anticuerpo.

b) Variantes de glucosilacion

En determinados modos de realizacion, se altera una regiéon Fc o un anticuerpo proporcionado en el presente
documento para incrementar o disminuir el grado en el que la regién Fc o el anticuerpo se glucosila. La adicion o
delecion de sitios de glucosilacidon a una regién Fc o un anticuerpo se puede conseguir convenientemente alterando la
secuencia de aminoacidos de modo que se cree o retire uno o mas sitios de glucosilacion.

Cuando el anticuerpo comprende una region Fc, se puede alterar el carbohidrato unido al mismo. Las regiones Fc o los
anticuerpos naturales producidos por células de mamifero tipicamente comprenden un oligosacarido ramificado
biantenario que, en general, se une mediante un enlace de N a Asn297 del dominio CH2 de la regién Fc. Véase, por
ejemplo, Wright, A. y Morrison, S.L., TIBTECH 15 (1997) 26-32. El oligosacarido puede incluir diversos carbohidratos,
por ejemplo, manosa, N-acetilglucosamina (GIcNAc), galactosa y acido sialico, asi como una fucosa unida a una
GIcNAc en el "tallo" de la estructura de oligosacarido biantenario. En algunos modos de realizacioén, se pueden realizar
modificaciones del oligosacarido en una regiéon Fc o un anticuerpo como se informa en el presente documento para
crear variantes de anticuerpo con determinadas propiedades mejoradas.
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En un modo de realizacion, se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una estructura glucidica que carece de
fucosa unida (directa o indirectamente) a una region Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en dicho anticuerpo puede
serdeun1 % aun80 %,deun1 %aun65 %,deunb % aun65 % odeun 20 % aun 40 %. La cantidad de fucosa se
determina calculando la cantidad promedio de fucosa dentro de la cadena glucidica en Asn297, en relacion con la
suma de todas las glucoestructuras unidas a Asn297 (por ejemplo, estructuras complejas, hibridas y de alto contenido
en manosa) como se mide mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, como se describe, por ejemplo, en el
documento WO 2008/077546. Asn297 se refiere al residuo de asparagina localizado en aproximadamente la posicion
297 en la region Fc (numeracion EU de los residuos de la region Fc); sin embargo, la Asn297 también se puede
localizar aproximadamente £3 aminoacidos en direccién 5' o en direccion 3' de la posicién 297, es decir, entre las
posiciones 294 y 300, debido a pequefas variaciones de secuencia en los anticuerpos. Dichas variantes de
fucosilacion pueden tener una funcion ADCC mejorada. Véase, por ejemplo, el documento US 2003/0157108; el
documento US 2004/0093621. Los ejemplos de publicaciones relacionadas con variantes de anticuerpo
"desfucosilados" o "carentes de fucosa" incluyen: los documentos US 2003/0157108; WO 2000/61739; WO
2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US 2004/0110704; US
2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO 2005/035778; WO
2005/053742; WO 2002/031140; Okazaki, A., et al., J. Mol. Biol. 336 (2004) 1239-1249; Yamane-Ohnuki, N., ef al.,
Biotech. Bioeng. 87 (2004) 614-622. Los ejemplos de lineas celulares que pueden producir anticuerpos desfucosilados
incluyen células CHO Lee13 carentes de fucosilacion de proteinas (Ripka, J. et al., Arch. Biochem. Biophys. 249
(1986) 533-545; el documento US 2003/0157108; y el documento WO 2004/056312, especialmente en el ejemplo 11)
y lineas celulares con desactivacién génica, tales como el gen de la alfa-1,6-fucosiltransferasa, FUT8, células CHO
con desactivacion génica (véase, por ejemplo, Yamane-Ohnuki, N. et al., Biotech. Bioeng., 87 (2004) 614-622; Kanda,
Y., et al., Biotechnol. Bioeng. 94 (2006) 680-688; y el documento WO 2003/085107).

A las variantes de la region Fc o de anticuerpo ademas se les proporcionan oligosacaridos bisegmentados, por
ejemplo, en las que un oligosacarido biantenario unido a la region Fc del anticuerpo esta bisegmentado por GIcNAc.
Dichas variantes de la region Fc o el anticuerpo pueden tener una fucosilacion reducida y/o funcion ADCC mejorada.
Se describen ejemplos de dichas variantes de anticuerpo, por ejemplo, en los documentos WO 2003/011878; US
6.602.684; y US 2005/0123546. También se proporcionan variantes de la region Fc o del anticuerpo con al menos un
residuo de galactosa en el oligosacarido unido a la region Fc. Dichas variantes de anticuerpo pueden tener una funcion
CDC mejorada. Dichas variantes de anticuerpo se describen, por ejemplo, en los documentos WO 1997/30087; WO
1998/58964; y WO 1999/22764.

c) Variantes de la regiéon Fc

En determinados modos de realizacion, se pueden introducir una o mas modificaciones adicionales de aminoacidos en
la region Fc proporcionada en el presente documento, generando de este modo una variante de la region Fc. La
variante de la regidon Fc puede comprender una secuencia de la region Fc humana (por ejemplo, una regién Fc de la
IgG1, 1gG2, IgG3 o IgG4 humana) que comprende una modificacion de aminoacidos (por ejemplo, una
sustitucidn/mutacion) en una o mas posiciones aminoacidicas.

En determinados modos de realizacién, la invencion contempla una variante de la regiéon Fc que posee algunas pero
no todas las funciones efectoras, que hacen que sea un candidato deseable para aplicaciones en las que la semivida
de la regién Fc in vivo es importante; sin embargo, determinadas funciones efectoras (tales como la CDC y la ADCC)
son innecesarias o perjudiciales. Se pueden llevar a cabo ensayos de citotoxicidad in vitro y/o in vivo para confirmar la
reduccion/disminucion de las actividades CDC y/o ADCC. Por ejemplo, se pueden llevar a cabo ensayos de unién al
receptor Fc (FCR) para garantizar que la regién Fc o el anticuerpo carezca de unién a FcyR (de ahi que sea probable
que carezca de actividad ADCC), pero retenga su capacidad de unién a FcRn. Las células principales para mediar en
la ADCC, los linfocitos NK, expresan solo FcyRIIl, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl. La
expresion de FcR en células hematopoyéticas se resume en la tabla 3 en la pagina 464 de Ravetch, J.V. y Kinet, J.P.,
Annu. Rev. Immunol. 9 (1991) 457-492. Los ejemplos no limitantes de ensayos in vitro para evaluar la actividad de
ADCC de una molécula de interés se describen en el documento US 5.500.362 (véase, por ejemplo, Hellstrom, |., et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83 (1986) 7059-7063; y Hellstrom, I., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 (1985)
1499-1502); el documento US 5.821.337 (véase Bruggemann, M., et al., J. Exp. Med. 166 (1987) 1351-1361). De
forma alternativa se pueden emplear procedimientos de ensayos no radioactivos (véase, por ejemplo, el ensayo de
citotoxicidad no radiactivo ACTI™ para citometria de flujo (CellTechnology, Inc. Mountain View, CA; y el ensayo de
citotoxicidad no radiactivo CytoTox 96® (Promega, Madison, WI). Las células efectoras utiles para dichos ensayos
incluyen células mononucleares de sangre periférica (PBMC) y linfocitos citoliticos naturales (NK). De forma
alternativa, o adicionalmente, se puede evaluar in vivo la actividad ADCC de la molécula de interés, por ejemplo, en un
modelo animal tal como el divulgado en Clynes, R., et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95 (1998) 652-656. También se
pueden llevar a cabo ensayos de unién a C1q para confirmar que la regién Fc o el anticuerpo no se puede unira C1q
y, de ahi que carezca de actividad CDC. Véase, por ejemplo, ELISA de unién a C1g y C3c en los documentos WO
2006/029879 y WO 2005/100402. Para evaluar la activacion del complemento, se puede realizar un ensayo de CDC
(véanse, por ejemplo, Gazzano-Santoro, H., et al., J. Immunol. Methods 202 (1996) 163-171; Cragg, M.S., et al., Blood
101 (2003) 1045-1052; y Cragg, M.S. y M.J. Glennie, Blood 103 (2004) 2738-2743). También se pueden realizar la
unién al FcRn y las determinaciones de la depuracién/semivida in vivo usando procedimientos conocidos en la técnica
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(véase, por ejemplo, Petkova, S.B., et al., Int. Immunol. 18 (2006) 1759-1769).

Las regiones Fc o los anticuerpos con una funcién efectora reducida incluyen aquellos con una sustitucién de uno o
mas de los residuos de la region Fc 238, 265, 269, 270, 297, 327 y 329 (documento US 6.737.056). Dichas variantes
de la region Fc incluyen regiones Fc con sustituciones en dos o mas de las posiciones aminoacidicas 265, 269, 270,
297 y 327, incluyendo el denominado mutante de la region Fc "DANA" con la sustitucion de los residuos 265 y 297 por
alanina (documento US 7.332.581).

Se describen determinadas variantes de la regién Fc o del anticuerpo con unidén mejorada o disminuida a los FcR
(véanse, por ejemplo, los documentos US 6.737.056, WO 2004/056312, y Shields, R.L. et al., J. Biol. Chem. 276
(2001) 6591-6604).

En determinados modos de realizacion, una variante de la region Fc o del anticuerpo comprende una regién Fc con
una o mas sustituciones de aminoacidos que mejoran la ADCC, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333
y/o 334 de la region Fc (numeracién EU de residuos).

En algunos modos de realizacion, se hacen alteraciones en la region Fc, que dan como resultado una unién a C1q y/o
una citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) alteradas (es decir, mejoradas o bien disminuidas), por
ejemplo, como se describe en los documentos US 6.194.551, WO 99/51642 e Idusogie, E.E., et al., J. Immunol. 164
(2000) 4178-4184.

En el documento US 2005/0014934 se describen anticuerpos con semividas incrementadas y union mejorada al
receptor Fc neonatal (FCRn), que es responsable de la transferencia de las IgG maternas al feto (Guyer, R.L., et al., J.
Immunol. 117 (1976) 587-593, y Kim, J.K., et al., J. Immunol. 24 (1994) 2429-2434). Esos anticuerpos comprenden una
regién Fc con una o mas sustituciones en la misma que mejoran la union de la region Fc al FcRn. Dichas variantes de
la regién Fc incluyen aquellas con sustituciones en uno o mas residuos de la region Fc: 238, 256, 265, 272, 286, 303,
305, 307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 o0 434, por ejemplo, sustitucion del residuo
434 de la region Fc (documento US 7.371.826).

Véase también Duncan, A.R. y Winter, G., Nature 322 (1988) 738-740; documentos US 5.648.260; US 5.624.821; y el
documento WO 94/29351 con respecto a otros ejemplos de variantes de la region Fc.

d) Variantes de anticuerpos genomanipulados con cisteina

En determinados modos de realizacion, puede ser deseable crear anticuerpos genomanipulados con cisteina, por
ejemplo, "thioMAb", en los que uno o mas residuos de un anticuerpo se sustituyen con residuos de cisteina. En modos
de realizacion particulares, los residuos sustituidos se producen en sitios accesibles del anticuerpo. Sustituyendo esos
residuos con cisteina, los grupos tiol reactivos se sitian de este modo en sitios accesibles del anticuerpo y se pueden
usar para conjugar el anticuerpo a otros restos, tales como restos de farmaco o restos de conector-farmaco, para crear
un inmunoconjugado, como se describe con mas detalle en el presente documento. En determinados modos de
realizacién, se puede sustituir uno cualquiera o mas de los siguientes residuos con cisteina: V205 (numeracion de
Kabat) de la cadena ligera; A118 (numeracion EU) de la cadena pesada; y S400 (numeracion EU) de la region Fc de la
cadena pesada. Los anticuerpos genomanipulados con cisteina se pueden generar como se describe, por ejemplo, en
el documento US 7.521.541.

e) Derivados de region Fc y de anticuerpos

En determinados modos de realizacion, una regién Fc o anticuerpo proporcionado en el presente documento se puede
modificar adicionalmente para que contenga restos no proteinicos adicionales que son conocidos en la técnica y estan
facilmente disponibles. Los restos adecuados para la derivatizacion de la regién Fc o del anticuerpo incluyen, pero no
se limitan a, polimeros solubles en agua. Los ejemplos no limitantes de polimeros solubles en agua incluyen, pero no
se limitan a, polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano,
poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido
maleico, poliaminoacidos (homopolimeros o] bien copolimeros aleatorios) 'y  dextrano o]
poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de éxido de polipropileno/6xido
de etileno, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol), poli(alcohol vinilico) y mezclas de los mismos. El
propionaldehido de polietilenglicol puede tener ventajas en la fabricaciéon debido a su estabilidad en agua. El polimero
puede ser de cualquier peso molecular y puede ser ramificado o no ramificado. El numero de polimeros unidos a la
region Fc o al anticuerpo puede variar, y si se une mas de un polimero, pueden ser moléculas iguales o diferentes. En
general, se pueden determinar el niumero y/o el tipo de polimeros usados para la derivatizacién en base a
consideraciones que incluyen, pero sin limitarse a, las propiedades o funciones particulares de la region Fc o del
anticuerpo que se va a mejorar, si el derivado de la regidon Fc o del anticuerpo se usara en un tratamiento en
condiciones definidas, etc.

En otro modo de realizacion, se proporcionan conjugados de una region Fc o de un anticuerpo y uno o mas restos no
proteinicos que se pueden calentar de forma selectiva mediante exposicion a radiacion. En un modo de realizacion, el
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resto no proteinico es un nanotubo de carbono (Kam, N.W. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102 (2005) 11600-11605).
La radiacion puede ser de cualquier longitud de onda e incluye, pero no se limita a, las longitudes de onda que no
dafan las células normales, pero que calientan el resto no proteinico hasta una temperatura a la que se destruyen las
células proximales al anticuerpo-resto no proteinico.

f) Heterodimerizacion

Existen varios enfoques para las modificaciones en CH3 para garantizar la heterodimerizacion, que se describen bien,
por ejemplo, en los documentos WO 96/27011, WO 98/050431, EP 1870459, WO 2007/110205, WO 2007/147901,
WO 2009/089004, WO 2010/129304, WO 2011/90754, WO 2011/143545, WO 2012058768, WO 2013157954, WO
2013096291. Tipicamente, en todos de dichos enfoques, el primer dominio CH3 y el segundo dominio CH3 se
genomanipulan ambos de manera complementaria de modo que cada dominio CH3 (o la cadena pesada que lo
comprende) ya no se puede homodimerizar consigo mismo sino que se fuerza a heterodimerizarse con el otro dominio
CH3 genomanipulado complementario (de modo que el primer y segundo dominio CH3 se heterodimerizan y no se
forman homodimeros entre los dos primeros o los dos segundos dominios CH3). Estos diferentes enfoques para una
heterodimerizacion de cadena pesada mejorada se contemplan como diferentes alternativas en combinacion con las
modificaciones de la cadena pesada-ligera (intercambio/reemplazo de VH y VL en un brazo de union y la introduccion
de sustituciones de aminoacidos cargados con cargas opuestas en la interfase CH1/CL) en los anticuerpos
multiespecificos de acuerdo con la invencion lo que reduce el emparejamiento incorrecto de la cadena ligera y los
productos secundarios de tipo Bence Jones.

En un modo de realizacion preferente de la invencién (en caso de que el anticuerpo multiespecifico comprenda
dominios CH3 en las cadenas pesadas), los dominios CH3 de dicho anticuerpo multiespecifico de acuerdo con la
invencién se pueden alterar mediante la tecnologia de "botdn en ojal" que se describe con detalle con varios ejemplos,
por ejemplo, en el documento WO 96/027011, Ridgway, J.B., et al., Protein Eng. 9 (1996) 617-621; y Merchant, A.M.,
et al., Nat. Biotechnol. 16 (1998) 677-681; el documento WO 98/050431. En este procedimiento, las superficies de
interaccion de los dos dominios CH3 se alteran para incrementar la heterodimerizacion de ambas cadenas pesadas
que contienen estos dos dominios CH3. Cada uno de los dos dominios CH3 (de las dos cadenas pesadas) puede ser
el "botén", mientras que el otro es el "ojal". La introduccidon de un puente disulfuro estabiliza adicionalmente los
heterodimeros (Merchant, A.M, et al., Nature Biotech. 16 (1998) 677-681, Atwell, S., et al. J. Mol. Biol. 270 (1997)
26-35) e incrementa el rendimiento.

Por tanto, en un modo de realizacién de la invencién, dicho anticuerpo multiespecifico (comprende un dominio CH3 en
cada cadena pesada y) se caracteriza ademas por que

el primer dominio CH3 de la primera cadena pesada del anticuerpo en a) y el segundo dominio CH3 de la segunda
cadena pesada del anticuerpo en b) se encuentran cada uno en una interfase que comprende una interfase original
entre los dominios CH3 del anticuerpo.

en el que dicha interfase se altera para promover la formacién del anticuerpo multiespecifico, en el que la alteracién se
caracteriza por que:

i) se altera el dominio CH3 de una cadena pesada,

de modo que dentro de la interfase original del dominio CH3 de una cadena pesada que se encuentra con la interfase
original del dominio CH3 de la otra cadena pesada dentro del anticuerpo multiespecifico,

se reemplaza un residuo de aminoacido con un residuo de aminoacido que tiene un mayor volumen de cadena lateral,

generando de este modo una protuberancia dentro de la interfase del dominio CH3 de una cadena pesada que se
puede situar en una cavidad dentro de la interfase del dominio CH3 de la otra cadena pesada

y
ii) se altera el dominio CH3 de la otra cadena pesada,

de modo que dentro de la interfase original del segundo dominio CH3 que se encuentra con la interfase original del
primer dominio CH3 dentro del anticuerpo multiespecifico,

se reemplaza un residuo de aminoacido con un residuo de aminoacido que tiene un volumen de cadena lateral mas
pequefio, generando de este modo una cavidad dentro de la interfase del segundo dominio CH3 dentro del cual se
puede situar una protuberancia dentro de la interfase del primer dominio CH3.

Preferentemente, dicho residuo de aminoacido que tiene un mayor volumen de cadena lateral se selecciona del grupo
que consiste en arginina (R), fenilalanina (F), tirosina (Y), triptéfano (W).

Preferentemente dicho residuo de aminoéacido que tiene un volumen de cadena lateral mas pequeiio se selecciona del
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grupo que consiste en alanina (A), serina (S), treonina (T), valina (V).

En un aspecto de la invencion, ambos dominios CH3 se alteran ademas mediante la introduccién de cisteina (C) como
aminoacido en las posiciones correspondientes de cada dominio CH3, de modo que se puede formar un puente
disulfuro entre ambos dominios CH3.

En un modo de realizacion preferente, dicho anticuerpo multiespecifico comprende una mutacién aminoacidica T366W
en el primer dominio CH3 de la "cadena de botén" y las mutaciones aminoacidicas T366S, L368A, Y407V en el
segundo dominio CH3 de la "cadena de ojal". También se puede usar un puente disulfuro intercatenario adicional entre
los dominios CH3 (Merchant, A.M., et al., Nature Biotech. 16 (1998) 677-681), por ejemplo, introduciendo una mutacion
aminoacidica Y349C en el dominio CH3 de la "cadena de ojal" y una mutacién aminoacidica E356C o una mutacion
aminoacidica S354C en el dominio CH3 de la "cadena de botones".

En un modo de realizacion preferente, dicho anticuerpo multiespecifico (que comprende un dominio CH3 en cada
cadena pesada) comprende las mutaciones aminoacidicas S354C, T366W en uno de los dos dominios CH3 vy las
mutaciones aminoacidicas Y349C, T366S, L368A, Y407V en el otro de los dos dominios CH3 (la mutacion
aminoacidica S354C adicional en un dominio CH3 y la mutacién aminoacidica Y349C en el otro dominio CH3 que
forma un puente disulfuro intercatenario) (numeracion de acuerdo con Kabat).

Otras técnicas de modificaciones de CH3 para garantizar la heterodimerizacion se contemplan como alternativas de la
invencion y se describen por ejemplo, en los documentos WO 96/27011, WO 98/050431, EP 1870459, WO
2007/110205, WO 2007/147901, WO 2009/089004, WO 2010/129304, WO 2011/90754, WO 2011/143545, WO
2012/058768, WO 2013/157954, WO 2013/096291.

En un modo de realizacion, el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento EP 1 870 459A1 se puede usar
de forma alternativa. Este enfoque se basa en la mediante la introduccion de sustituciones/mutaciones de aminoacidos
cargados con la carga opuesta en posiciones aminoacidicas especificas en la interfase del dominio CH3/CH3 entre
ambas cadenas pesadas. Un modo de realizacion preferente para dicho anticuerpo multiespecifico es las mutaciones
aminoacidicas R409D; K370E en el primer dominio CH3 del (del anticuerpo multiespecifico) y las mutaciones
aminoacidicas D399K; E357K en el segundo dominio CH3 del anticuerpo multiespecifico (numeracion de acuerdo con
Kabat).

En otro modo de realizacién, dicho anticuerpo multiespecifico comprende una mutacién aminoacidica T366W en el
dominio CH3 de la "cadena de botones" y las mutaciones aminoacidicas T366S, L368A, Y407V en el dominio CH3 de
la "cadena de ojal" y, adicionalmente, las mutaciones aminoacidicas R409D; K370E en el dominio CH3 de la "cadena
de botones" y las mutaciones aminoacidicas D399K; E357K en el dominio CH3 de la "cadena de ojal".

En otro modo de realizacion, dicho anticuerpo multiespecifico comprende las mutaciones aminoacidicas S354C,
T366W en uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones aminoacidicas Y349C, T366S, L368A, Y407V en el otro de
los dos dominios CH3 o dicho anticuerpo multiespecifico comprende las mutaciones aminoacidicas Y349C, T366W en
uno de los dos dominios CH3 y las mutaciones aminoacidicas S354C, T366S, L368A, Y407V en el otro de los dos
dominios CH3 y, adicionalmente, las mutaciones aminoacidicas R409D; K370E en el dominio CH3 de la "cadena de
botones" y las mutaciones aminoacidicas D399K; E357K en el dominio CH3 de la "cadena de ojal".

En un modo de realizacion, el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento W02013/157953 se puede
usar de forma alternativa. En un modo de realizacion, un primer dominio CH3 comprende la mutacion aminoacidica
T366K y un segundo dominio CH3 comprende la mutacion aminoacidica L351D. En otro modo de realizacién, el primer
dominio CH3 comprende otra mutacion aminoacidica L351K. En otro modo de realizacién, el segundo dominio CH3
comprende otra mutacién aminoacidica seleccionada de Y349E, Y349D y L368E (preferentemente L368E).

En un modo de realizacion, el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento W02012/058768 se puede
usar de forma alternativa. En un modo de realizacién, un primer dominio CH3 comprende las mutaciones
aminoacidicas L351Y, Y407A y un segundo dominio CH3 comprende las mutaciones aminoacidicas T366A, K409F.
En otro modo de realizacion, el segundo dominio CH3 comprende otra mutacion aminoacidica en la posicion T411,
D399, S400, F405, N390 o K392, por ejemplo, seleccionada de a) T411 N, T411 R, T411Q, T411 K, T411D, T411E o
T411W, b) D399R, D399W, D399Y o D399K, ¢ S400E, S400D, S400R, o S400K F405I, F405M, F405T, F405S, F405V
o0 F405W N390R, N390K o N390D K392V, K392M, K392R, K392L, K392F o K392E. En otro modo de realizacién, un
primer dominio CH3 comprende las mutaciones aminoacidicas L351Y, Y407A y un segundo dominio CH3 comprende
las mutaciones aminoacidicas T366V, K409F. En otro modo de realizacién, un primer dominio CH3 comprende la
mutacion aminoacidica Y407A y un segundo dominio CH3 comprende las mutaciones aminoacidicas T366A, K409F.
En otro modo de realizacion, el segundo dominio CH3 comprende otras mutaciones aminoacidicas K392E, T411E,
D399R y S400R.

En un modo de realizacion, el enfoque de heterodimerizacién descrito en el documento W0O2011/143545 se puede

usar de forma alternativa, por ejemplo, con la modificacion aminoacidica en una posicién seleccionada del grupo que
consiste en 368 y 409.
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En un modo de realizacién, el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento W02011/090762, que también
usa la tecnologia de boton en ojal descrita anteriormente, se puede usar de forma alternativa. En un modo de
realizacién, un primer dominio CH3 comprende las mutaciones aminoacidicas T366W y un segundo dominio CH3
comprende las mutaciones aminoacidicas Y407A. En un modo de realizacién, un primer dominio CH3 comprende las
mutaciones aminoacidicas T366Y y un segundo dominio CH3 comprende las mutaciones aminoacidicas Y407T.

En un modo de realizacion, el anticuerpo multiespecifico es de isotipo 1gG2 y el enfoque de heterodimerizacion
descrito en el documento W02010/129304 se puede usar de forma alternativa.

En un modo de realizacion, el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento W02009/089004 se puede
usar de forma alternativa. En un modo de realizacion, un primer dominio CH3 comprende la sustitucién aminoacidica
de K392 o N392 con un aminoacido cargado negativamente (por ejemplo, &cido glutdmico (E), o acido aspartico (D),
preferentemente K392D o N392D) y un segundo dominio CH3 comprende la sustitucion aminoacidica de D399, E356,
D356 o E357 con un aminoacido cargado positivamente (por ejemplo, lisina (K) o arginina (R), preferentemente
D399K, E356K, D356K o E357K, y mas preferentemente D399K y E356K). En otro modo de realizacion, el primer
dominio CH3 comprende ademas la sustitucion aminoacidica de K409 o R409 con un aminoacido cargado
negativamente (por ejemplo, acido glutamico (E), o acido aspartico (D), preferentemente K409D o R409D). En otro
modo de realizacion, el primer dominio CH3 comprende ademas o de forma alternativa la sustitucion aminoacidica de
K439 y/o K370 con un aminoacido cargado negativamente (por ejemplo, acido glutamico (E), o acido aspartico (D)).

En un modo de realizacion, el enfoque de heterodimerizacion descrito en el documento WO2007/147901 se puede
usar de forma alternativa. En un modo de realizacion, un primer dominio CH3 comprende las mutaciones
aminoacidicas K253E, D282K y K322D y un segundo dominio CH3 comprende las mutaciones aminoacidicas D239K,
E240K y K292D.

En un modo de realizacion, el enfoque de heterodimerizaciéon descrito en el documento W02007/110205 se puede
usar de forma alternativa.

Procedimientos y formulaciones recombinantes

Las regiones Fc y los anticuerpos se pueden producir usando procedimientos y formulaciones recombinantes, por
ejemplo, como se describe en el documento US 4.816.567. En un modo de realizacion, se proporciona(n) un(os)
acido(s) nucleico(s) aislado(s) que codifica(n) una regiéon Fc o un anticuerpo como se describe en el presente
documento. Dicho acido nucleico puede codificar una secuencia de aminoacidos que comprende el VL y/o una
secuencia de aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo (por ejemplo, las cadenas ligeras y/o pesadas del
anticuerpo). En otro modo de realizacién, se proporcionan uno o mas vectores (por ejemplo, vectores de expresion)
que comprenden dicho acido nucleico. En otro modo de realizaciéon, se proporciona una célula huésped que
comprende dicho acido nucleico. En uno de dichos modos de realizacion, una célula huésped comprende (por
ejemplo, se ha transformado con): (1) un vector que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de
aminoacidos que comprende el VL del anticuerpo y una secuencia de aminoacidos que comprende el VH del
anticuerpo, o (2) un primer vector que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de aminoacidos que
comprende el VL del anticuerpo y un segundo vector que comprende un acido nucleico que codifica una secuencia de
aminoacidos que comprende el VH del anticuerpo. En un modo de realizacién, la célula huésped es eucariota, por
ejemplo, una célula de ovario de hamster chino (CHO) o una célula linfocitica (por ejemplo, célula YO, NSO, Sp20). En
un modo de realizacion, se proporciona un procedimiento de preparacion de un anticuerpo como se informa en el
presente documento, en el que el procedimiento comprende cultivar una célula huésped que comprende un acido
nucleico que codifica el anticuerpo, como se proporciona anteriormente, en condiciones adecuadas para la expresion
del anticuerpo y recuperar opcionalmente el anticuerpo de la célula huésped (o medio de cultivo de células huésped).

Para la produccién recombinante de una regién Fc variante, el acido nucleico que codifica la region Fc variante, por
ejemplo, como se describe anteriormente, se aisla e inserta en uno o mas vectores para su clonacion y/o expresion
adicional en una célula huésped. Dicho acido nucleico se puede aislar y secuenciar facilmente usando procedimientos
convencionales (por ejemplo, usando sondas de oligonucleétidos, que se pueden unir especificamente a genes que
codifican los polipéptidos de la regidn Fc variante o las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo).

Las células huésped adecuadas para la clonacion o la expresion de vectores que codifican anticuerpos incluyen las
células procariotas o eucariotas descritas en el presente documento. Por ejemplo, los anticuerpos se pueden producir
en bacterias, en particular, cuando no se necesitan glucosilacion ni la funciéon efectora de Fc. Para la expresion de
fragmentos de anticuerpo y polipéptidos en bacterias, véanse, por ejemplo, los documentos US 5.648.237, US
5.789.199 y US 5.840.523 (véase también Charlton, K.A., en: Methods in Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C. (ed.),
Humana Press, Totowa, NJ (2003), pp. 245-254, que describe la expresion de fragmentos de anticuerpo en E. coli).
Después de la expresion, el anticuerpo se puede aislar de la pasta de células bacterianas en una fraccion soluble y se
puede purificar adicionalmente.

Ademas de los procariotas, los microbios eucariotas, tales como los hongos filamentosos o levaduras, son huéspedes
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de clonacion o expresion adecuados para vectores que codifican anticuerpos, incluyendo cepas de hongos y levaduras
cuyas vias de glucosilacion se han "humanizado”, dando como resultado la produccion de un anticuerpo con un patron
de glucosilacion parcial o completamente humano. Véanse Gerngross, T.U., Nat. Biotech. 22 (2004) 1409-1414; y Li,
H., et al., Nat. Biotech. 24 (2006) 210-215.

Las células huésped adecuadas para la expresion de la region Fc o del anticuerpo glucosilado también se derivan de
organismos pluricelulares (invertebrados y vertebrados). Los ejemplos de células de invertebrado incluyen células
vegetales y de insecto. Se han identificado numerosas cepas de baculovirus que se pueden usar junto con células de
insecto, en particular para la transfeccion de células de Spodoptera frugiperda.

También se pueden utilizar cultivos de células vegetales como huéspedes. Véanse, por ejemplo, los documentos US
5.959.177, US 6.040.498, US 6.420.548, US 7.125.978 y US 6.417.429 (que describen la tecnologia
PLANTIBODIES™ para producir anticuerpos en plantas transgénicas).

También se pueden usar células de vertebrado como huéspedes. Por ejemplo, pueden ser utiles lineas celulares de
mamifero que se adaptan para crecer en suspension. Otros ejemplos de lineas de células huésped de mamifero Utiles
son linea CV1 de rifién de mono transformada por SV40 (COS-7); linea de rifion embrionario humano (células HEK293
0 293 como se describe, por ejemplo, en Graham, F.L., et al., J. Gen Virol. 36 (1977) 59-74); células de rifidn de cria de
hamster (BHK); células de Sertoli de raton (células TM4 como se describe, por ejemplo, en Mather, J.P., Biol. Reprod.
23 (1980) 243-252); células de rifion de mono (CV1); células de rifidn de mono verde africano (VERO-76); células de
carcinoma de cuello uterino humano (HELA); células de rifién canino (MDCK); células de higado de rata bufalo (BRL
3A); células de pulmon humano (W138); células de higado humano (Hep G2); tumor mamario de ratéon (MMT 060562);
células TRI, como se describe, por ejemplo, en Mather, J.P., et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383 (1982) 44-68; células
MRC 5; y células FS4. Otras lineas de células huésped de mamifero utiles incluyen células de ovario de hamster chino
(CHO), incluyendo células CHO DHFR- (Urlaub G., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980) 4216-4220); y lineas
celulares de mieloma, tales como Y0, NSO y Sp2/0. Para una revision de determinadas lineas de células huésped de
mamifero adecuadas para la produccion de anticuerpos, véase, por ejemplo, Yazaki, P. y Wu, A.M., Methods in
Molecular Biology, Vol. 248, Lo, B.K.C. (ed.), Humana Press, Totowa, NJ (2004), pp. 255-268.

Ensayos

Los anticuerpos proporcionados en el presente documento se pueden identificar, cribar o caracterizar para determinar
sus propiedades fisicas/quimicas y/o sus actividades biolégicas mediante diversos ensayos conocidos en la técnica.

En un aspecto, un anticuerpo como se informa en el presente documento se somete a prueba para determinar su
actividad de unidbn a antigeno, por ejemplo, mediante procedimientos conocidos, tales como ELISA,
inmunoelectrotransferencia, etc.

Inmunoconjugados

La invencion también proporciona inmunoconjugados que comprenden un anticuerpo como se informa en el presente
documento conjugado a uno o mas agentes citotéxicos, tales como agentes o farmacos quimioterapicos, agentes
inhibidores del crecimiento, toxinas (por ejemplo, toxinas proteinicas, toxinas enzimaticamente activas de origen
bacteriano, fungico, vegetal o animal o fragmentos de las mismas) o isétopos radiactivos.

En un modo de realizacion, un inmunoconjugado es un conjugado anticuerpo-farmaco (ADC) en el que un anticuerpo
esta conjugado a uno o mas farmacos, incluyendo, pero sin limitarse a, un maitansinoide (véanse los documentos US
5.208.020, US 5.416.064 y EP 0 425 235 B1); una auristatina tal como restos de farmaco monometil auristatina DE y
DF (MMAE y MMAF) (véanse los documentos US 5.635.483, US 5.780.588 y US 7.498.298); una dolastatina; una
caligueamicina o un derivado de la misma (véanse los documentos US 5.712.374, US 5.714.586, US 5.739.116, US
5.767.285, US 5.770.701, US 5.770.710, US 5.773.001 y US 5.877.296; Hinman, L.M. et al., Cancer Res. 53 (1993)
3336-3342; y Lode, H.N. et al.,, Cancer Res. 58 (1998) 2925-2928); una antraciclina tal como daunomicina o
doxorubicina (véase Kratz, F. et al., Curr. Med. Chem. 13 (2006) 477-523; Jeffrey, S.C. et al., Bioorg. Med. Chem. Lett.
16 (2006) 358-362; Torgov, M.Y. et al., Bioconjug. Chem. 16 (2005) 717-721; Nagy, A. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
97 (2000) 829-834; Dubowchik, G.M. et al., Bioorg. & Med. Chem. Letters 12 (2002) 1529-1532; King, H.D. et al., J.
Med. Chem. 45 (2002) 4336-4343; y el documento US 6.630.579); metotrexato; vindesina; un taxano tal como
docetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel y ortataxel; un tricoteceno; y CC1065.

En otro modo de realizacién, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se describe en el presente
documento conjugado a una toxina enzimaticamente activa o fragmento de la misma, que incluye, pero sin limitarse a,
la cadena A de difteria, fragmentos activos que no se unen de la toxina diftérica, la cadena A de exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), la cadena A de ricina, la cadena A de abrina, la cadena A de modeccina, alfa-sarcina,
proteinas de Aleurites fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S), inhibidor
de Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, enomicina y los tricotecenos.
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En otro modo de realizacién, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo como se describe en el presente
documento conjugado a un atomo radioactivo para formar un radioconjugado. Estan disponibles una variedad de
isotopos radioactivos para la produccion de radioconjugados. Los ejemplos incluyen At?'1, 131, [125 Y90 Re'86 Re'88,
Sm'93, Bi?2, P32, Pb2'2 y |os is6topos radiactivos de Lu. Cuando se usa el radioconjugado para la deteccion, puede
comprender un atomo radioactivo para estudios gammagraficos, por ejemplo, TC%™ o 123, 0 un marcador de espin
para resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocida como resonancia magnética, RM), tal como yodo-123,
yodo-131, indio-111, flior-19, carbono-13, nitrégeno-15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.

Se pueden preparar conjugados de un anticuerpo y agente citotéxico usando una variedad de agentes de
acoplamiento de proteinas bifuncionales, tales como 3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo (SPDP),
4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato de succinimidilo (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de
imidoésteres (tales como adipimidato de dimetilo HCI), ésteres activos (tales como suberato de disuccinimidilo),
aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos de bis-azido (tales como bis(p-azidobenzoil)hexanodiamina),
derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como
toluen-2,6-diisocianato) y compuestos de fltor bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo,
se puede preparar una inmunotoxina de ricina como se describe en Vitetta, E.S. ef al., Science 238 (1987) 1098-1104.
El acido 1-isotiocianatobencil-3-metildietilentriaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un agente
quelante ejemplar para la conjugacion del radionuclido al anticuerpo. Véase el documento WO 94/11026. El conector
puede ser un "conector escindible" que facilite la liberacién de un farmaco citotéxico en la célula. Por ejemplo, se
puede usar un conector labil en acido, un conector sensible a peptidasa, un conector fotolabil, un conector de dimetilo
o un conector que contiene disulfuro (Chari, R.V. et al., Cancer Res. 52 (1992) 127-131; documento US 5.208.020).

Los inmunoconjugados o ADC en el presente documento contemplan expresamente, pero no se limitan a, dichos
conjugados preparados con reactivos de reticulacion, incluyendo, pero sin limitarse a, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS,
LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-MBS,
sulfo-SIAB, sulfo-SMCC y sulfo-SMPB y SVSB ((4-vinilsulfona)benzoato de succinimidilo), que estan disponibles
comercialmente (por ejemplo, de Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., EE. UU.).

Procedimientos y formulaciones para diagnoéstico y deteccion

En determinados modos de realizacion, cualquiera de los anticuerpos proporcionados en el presente documento es util
para detectar la presencia de su(s) antigeno(s) afin(es) en una muestra biolégica. El término "detectar" como se usa en
el presente documento engloba la deteccién cuantitativa o cualitativa. En determinados modos de realizacién, una
muestra biolégica comprende una célula o tejido.

En un modo de realizacién, se proporciona un anticuerpo como se informa en el presente documento para su uso en
un procedimiento de diagndstico o deteccion.

En determinados modos de realizacion, se proporcionan anticuerpos marcados como se informa en el presente
documento. Los marcadores incluyen, pero no se limitan a, marcadores o restos que se detectan directamente (tales
como marcadores fluorescentes, cromoforos, electrodensos, quimioluminiscentes y radioactivos), asi como restos,
tales como enzimas o ligandos, que se detectan indirectamente, por ejemplo, a través de una reacciéon enzimatica o
interaccion molecular. Los marcadores ejemplares incluyen, pero no se limitan a, los radioisotopos 32P, C, 25|, 3H y
1311, fluordforos tales como quelatos de tierras raras o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo,
umbeliferona, luciferasas, por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana (documento US 4.737.456),
luciferina, 2,3-dihidroftalazindionas, peroxidasa de rabano picante (HRP), fosfatasa alcalina, B-galactosidasa,
glucoamilasa, lisozima, oxidasas de sacaridos, por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa 6-fosfato
deshidrogenasa, oxidasas heterociclicas tales como uricasa y xantina oxidasa, acopladas con una enzima que emplea
peroxido de hidrogeno para oxidar un precursor colorante tal como HRP, lactoperoxidasa o microperoxidasa,
biotina/avidina, marcadores de espin, marcadores de bacteriéfagos, radicales libres estables y similares.

Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones farmacéuticas de un anticuerpo como se describe en el presente documento se preparan
mezclando dicho anticuerpo que tiene el grado de pureza deseado con uno o mas vehiculos farmacéuticamente
aceptables opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences, 16.2 edicion, Osol, A. (Ed.) (1980)), en forma de
formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables, en general, son
atoxicos para los receptores a las dosis y concentraciones empleadas, e incluyen, pero no se limitan a: tampones tales
como fosfato, citrato y otros acidos organicos; antioxidantes incluyendo &cido ascérbico y metionina; conservantes
(tales como cloruro de octadecildimetilbencilamonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de
bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquilparabenos tales como metil o propilparabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadamente 10 residuos);
proteinas, tales como seroalbumina, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros hidréfilos tales como polivinilpirrolidona;
aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y otros
carbohidratos incluyendo glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA; glucidos tales como
sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sales tales como sodio; complejos metalicos (por
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ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensioactivos no iénicos tales como polietilenglicol (PEG). Los vehiculos
farmacéuticamente aceptables ejemplares en el presente documento incluyen ademas, agentes de dispersion
intersticial del farmaco tales como glucoproteinas de hialuronidasa neutra-activa soluble (SHASEGP), por ejemplo,
glucoproteinas de hialuronidasa PH-20 soluble humana, tales como rhuPH20 (HYLENEX®, Baxter International, Inc.).
Determinadas sHASEGP ejemplares y procedimientos de uso, incluyendo rhuPH20, se describen en los documentos
US 2005/0260186 y US 2006/0104968. En un aspecto, se combina una sHASEGP con una o mas
glucosaminoglucanasas adicionales, tales como condroitinasas.

Las formulaciones de anticuerpo liofilizadas ejemplares se describen en el documento US 6.267.958. Las
formulaciones de anticuerpo acuosas incluyen las descritas en los documentos US 6.171.586 y WO 2006/044908,
incluyendo las ultimas formulaciones un tampén histidina-acetato.

La formulacioén en el presente documento también puede contener mas de un ingrediente activo, segun sea necesario,
para la indicacion particular que se trate, preferentemente aquellos con actividades complementarias que no se vean
afectadas de forma adversa entre si. Dichos ingredientes activos estan presentes adecuadamente en combinacion en
cantidades que son eficaces para el propésito pretendido.

Los ingredientes activos se pueden atrapar en microcapsulas preparadas, por ejemplo, mediante técnicas de
coacervacion o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsulas de gelatina y
microcapsulas de poli(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de administracion de farmacos coloidales (por
ejemplo, liposomas, microesferas de albumina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocapsulas) o en
macroemulsiones. Dichas técnicas se divulgan en Remington’s Pharmaceutical Sciences 16.2 edicién, Osol, A. (ed.)
(1980).

Se pueden preparar preparaciones de liberacion mantenida. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
mantenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sélidos que contienen el anticuerpo, estando
dichas matrices en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas, o microcapsulas.

Las formulaciones que se van a usar para su administracion in vivo son, en general, estériles. Se puede conseguir
facilmente la esterilidad, por ejemplo, por filtracién a través de membranas de filtracion estériles.

Procedimientos y formulaciones terapéuticos

Cualquiera de los anticuerpos proporcionados en el presente documento se puede usar en procedimientos
terapéuticos.

En un aspecto, se proporciona un anticuerpo como se informa en el presente documento para su uso como
medicamento.

En determinados modos de realizacién, se proporciona un anticuerpo para su uso en un procedimiento de tratamiento.
En un modo de realizacion de este tipo, el procedimiento comprende ademas administrar al individuo una cantidad
eficaz de al menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe a continuacion. Un "individuo" de
acuerdo con cualquiera de los modos de realizacién anteriores es en un modo de realizacién preferente un ser
humano.

En otro aspecto, la invencion proporciona el uso de un anticuerpo en la fabricacion o preparacion de un medicamento.
Un "individuo" de acuerdo con cualquiera de los modos de realizacion anteriores puede ser un ser humano.

En otro aspecto, la invencion proporciona formulaciones farmacéuticas que comprenden cualquiera de los anticuerpos
proporcionados en el presente documento, por ejemplo, para su uso en cualquiera de los procedimientos terapéuticos
anteriores. En un modo de realizacion, una formulacién farmacéutica comprende cualquiera de los anticuerpos
proporcionados en el presente documento y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otro modo de realizacion,
una formulacién farmacéutica comprende cualquiera de los anticuerpos proporcionados en el presente documento y al
menos un agente terapéutico adicional, por ejemplo, como se describe a continuacion.

Los anticuerpos como se informa en el presente documento se pueden usar solos o bien en combinacién con otros
agentes en un tratamiento. Por ejemplo, un anticuerpo como se informa en el presente documento se puede
coadministrar con al menos un agente terapéutico adicional.

Un anticuerpo como se informa en el presente documento (y cualquier agente terapéutico adicional) se puede
administrar mediante cualquier medio adecuado, incluyendo administracion parenteral, intrapulmonar e intranasal y, si
se desea para el tratamiento local, intralesional. Las infusiones parenterales incluyen administraciéon intramuscular,
intravenosa, intrarterial, intraperitoneal o subcutanea. La dosificacion puede ser mediante cualquier via adecuada, por
ejemplo, mediante inyecciones, tales como inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo, en parte, de si la
administracion es breve o prolongada. En el presente documento se contemplan diversas pautas de dosificacién que
incluyen pero sin limitarse a administraciones individuales o multiples durante diversos puntos temporales,
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administracion intravenosa rapida, e infusién pulsada.

Los anticuerpos como se informa en el presente documento se formularan, dosificaran y administraran de una forma
consecuente con las practicas médicas correctas. Los factores que se deben tener en consideracion en este contexto
incluyen el trastorno particular que se trata, el mamifero particular que se trata, la afeccion clinica del paciente
individual, la causa del trastorno, el sitio de administracion del agente, el procedimiento de administracion, la pauta de
administracion y otros factores conocidos por los médicos. Aunque no se necesita, el anticuerpo se formula
opcionalmente con uno o més agentes usados actualmente para prevenir o tratar el trastorno en cuestién. La cantidad
eficaz de dichos otros agentes depende de la cantidad de anticuerpo presente en la formulacion, del tipo de trastorno
o tratamiento y de otros factores analizados anteriormente. Estos se usan, en general, en las mismas dosificaciones y
con las vias de administracion como se describe en el presente documento, o aproximadamente de un 1 a un 99 % de
las dosificaciones descritas en el presente documento, o en cualquier dosificacidon y mediante cualquier via que se
determine empiricamente/clinicamente que sea apropiada.

Para la prevencion o tratamiento de la enfermedad, la dosificacion apropiada de un anticuerpo como se informa en el
presente documento (cuando se usa solo o en combinaciéon con uno o mas agentes terapéuticos adicionales)
dependera del tipo de enfermedad que se va a tratar, del tipo de anticuerpo, de la gravedad y la evolucion de la
enfermedad, de si el anticuerpo se administra con propdsitos preventivos o terapéuticos, del tratamiento previo, de la
anamnesis del paciente y de su respuesta al anticuerpo y del criterio del médico especialista. El anticuerpo se
administra adecuadamente al paciente de una vez o durante una serie de tratamientos. Dependiendo del tipo y de la
gravedad de la enfermedad, de aproximadamente 1 ug/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0,5 mg/kg-10 mg/kg) de
anticuerpo puede ser una dosificacion inicial candidata para la administracion al paciente, ya sea, por ejemplo,
mediante una o mas administraciones separadas o mediante infusion continua. Una dosificacion diaria tipica podria
variar de aproximadamente 1 pug/kg a 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente.
Para administraciones repetidas durante varios dias o mas, dependiendo de la afeccion, el tratamiento en general se
mantendria hasta que se produzca una supresion deseada de los sintomas de enfermedad. Una dosificacion ejemplar
del anticuerpo estaria en el intervalo de aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Por tanto, se
pueden administrar al paciente una o mas dosis de aproximadamente 0,5 mg/kg, 2,0 mg/kg, 4,0 mg/kg o 10 mg/kg (o
cualquier combinacion de las mismas). Dichas dosis se pueden administrar intermitentemente, por ejemplo, cada
semana o cada tres semanas (por ejemplo, de modo que el paciente reciba de aproximadamente dos a
aproximadamente veinte o, por ejemplo, aproximadamente seis dosis del anticuerpo). Se puede administrar una dosis
de carga mas alta inicial, seguido de una o mas dosis mas bajas. La evolucion de este tratamiento se sigue facilmente
por técnicas y ensayos convencionales.

Se entiende que cualquiera de las formulaciones o procedimientos terapéuticos anteriores se puede llevar a cabo
usando un inmunoconjugado como se informa en el presente documento en lugar de o ademas de un anticuerpo como
se informa en el presente documento.

Articulos de fabricacion

En otro aspecto como se informa en el presente documento, se proporciona un articulo de fabricaciéon que contiene
materiales Utiles para el tratamiento, prevencioén y/o diagnéstico de los trastornos descritos anteriormente. El articulo
de fabricacién comprende un recipiente y una ficha técnica o prospecto del envase en el recipiente o asociado con el
mismo. Los recipientes adecuados incluyen, por ejemplo, frascos, viales, jeringuillas, bolsas con solucién i.v., etc. Los
recipientes se pueden formar de una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente contiene una
formulaciéon que es por si misma o combinada con otra formulacion eficaz para tratar, prevenir y/o diagnosticar la
afeccion y puede tener una via de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa con solucién
intravenosa o un vial que tiene un tapon perforable por una aguja de inyeccion hipodérmica). Al menos un agente
activo de la formulacién es un anticuerpo como se informa en el presente documento. La ficha técnica o prospecto del
envase indica que la formulacion se usa para tratar la afeccion de eleccion. Por otra parte, el articulo de fabricacién
puede comprender (a) un primer recipiente con una formulacidon contenida en el mismo, en el que la formulacion
comprende un anticuerpo como se informa en el presente documento; y (b) un segundo recipiente con una formulacion
contenida en el mismo, en el que la formulacién comprende otro agente citotdxico o de otro modo terapéutico. El
articulo de fabricacién en este modo de realizacion como se informa en el presente documento puede comprender
ademas un prospecto del envase que indica que las formulaciones se pueden usar para tratar una afeccién particular.
De forma alternativa, o adicionalmente, el articulo de fabricacion puede comprender ademas un segundo (o tercer)
recipiente que comprende un tampén farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyectables
(BWFI), solucion salina tamponada con fosfato, soluciéon de Ringer y solucion glucosada. Puede incluir ademas otros
materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones, diluyentes, filtros,
agujas y jeringuillas.

Se entiende que cualquiera de los articulos de fabricacidén anteriores puede incluir un inmunoconjugado como se
informa en el presente documento en lugar de o ademas de un anticuerpo como se informa en el presente documento.

lll. MODOS DE REALIZACION ESPECIFICOS
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1. Una regién Fc de la clase IgG que comprende un primer polipéptido de la regiéon Fc variante y un segundo
polipéptido de la regién Fc variante,

en la que

a) el primer polipéptido de la regiéon Fc variante se deriva de un primer polipéptido de la region Fc de la clase 1gG
original y el segundo polipéptido de la region Fc variante se deriva de un segundo polipéptido de la regién Fc de la
clase IgG original, con lo que el primer polipéptido de la regidon Fc de la clase IgG original es idéntico al o diferente del
segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original, y

b) el primer polipéptido de la region Fc variante difiere del segundo polipéptido de la regién Fc variante en uno o mas
residuos de aminodcidos distintos de aquellos residuos de aminoacidos en los que el primer polipéptido de la region Fc
de la clase IgG original difiere del segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original, y

c) laregion Fc de la clase IgG que comprende el primer polipéptido de la region Fc variante y el segundo polipéptido de
la region Fc variante tiene una afinidad por un receptor Fc humano que es diferente de la de una region Fc de la clase
IgG que comprende el primer polipéptido de la regiéon Fc de la clase IgG original de a) y el segundo polipéptido de la
region Fc de la clase IgG original de a),

en la que el primer polipéptido de la region Fc o bien el segundo polipéptido de la regiéon Fc o ambos polipéptidos de la
region Fc comprenden independientemente entre si la siguiente combinacion de mutaciones:

- T307H y N434H.

2. Laregién Fc de la clase IgG de acuerdo con el modo de realizacién 1, en la que el receptor Fc humano es el receptor
Fc neonatal humano (FcRn) o el receptor Fc gamma Il humano (FcyRIII).

3. Laregion Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizaciéon 1 a 2, en la que el receptor
Fc humano es el receptor Fc neonatal humano.

4. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 1 a 3, en la que la afinidad
de la regién Fc de la clase IgG que comprende el primer polipéptido de la regién Fc variante y el segundo polipéptido
de la region Fc variante por un receptor Fc humano se incrementa o reduce en un 10 % o mas determinada mediante
resonancia de plasmon superficial (SPR) en comparaciéon con la de una region Fc de la clase IgG que comprende el
primer polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original de a) y el segundo polipéptido de la regién Fc de la clase IgG
original de a).

5. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 1 a 4, en la que al menos
algunos de esos residuos de aminoacidos en los que el primer polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original difiere
del segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original promueven la formacion de una regién Fc de la clase
IgG heterodimérica.

6. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 1 a 5, en la que

i) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original se selecciona del grupo que comprende

- polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG2 humana,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG3 humana,

- polipéptido de la regidn Fc de la IgG4 humana,

- polipéptido de la regidn Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A,

- polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones Y349C, T366S, L368A, Y407V,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con las mutaciones S354C, T366S, L368A, Y407V,

- polipéptido de la regidn Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, Y349C, T366S, L368A, Y407V,

- polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, S354C, T366S, L368A, Y407V,

- polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones P329G,
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- polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, P329G,
- polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con las mutaciones P329G, Y349C, T366S, L368A, Y407V,
- polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con las mutaciones P329G, S354C, T366S, L368A, Y407V,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, P329G, Y349C, T366S, L368A,
Y407V,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, P329G, S354C, T366S, L368A,
Y407V,

- polipéptido de la regidn Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E,

- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, P329G,

- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones Y349C, T366S, L368A, Y407V,

- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S354C, T366S, L368A, Y407V,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, Y349C, T366S, L368A, Y407V,
- polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, S354C, T366S, L368A, Y407V,
- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones P329G,

- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones P329G, Y349C, T366S, L368A, Y407V,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana con las mutaciones P329G, S354C, T366S, L368A, Y407V,

- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, P329G, Y349C, T366S, L368A,
Y407V,

- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, P329G, S354C, T366S, L368A,
Y407V,

- 1gG1, IgG2 o IgG4 humana con la mutacion K392D, e

- 1IgG3 humana con la mutacion N392D,

y

i) el segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original se selecciona del grupo que comprende
- polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG2 humana,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG3 humana,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana,

- polipéptido de la regidn Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A,

- polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones S354C, T366W,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con las mutaciones Y349C, T366W,

- polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, S354C, T366W,
- polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, Y349C, T366W,
- polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con las mutaciones P329G,

- polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, P329G,
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- polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones P329G, S354C, T366W,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con las mutaciones P329G, Y349C, T366W,

- polipéptido de la regidn Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, P329G, S354C, T366W,
- polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, P329G, Y349C, T366W,
- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, P329G,

- polipéptido de la regidn Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S354C, T366W,

- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones Y349C, T366W,

- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, S354C, T366W,

- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, Y349C, T366W,

- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones P329G,

- polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana con las mutaciones P329G, S354C, T366W,

- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones P329G, Y349C, T366W,

- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, P329G, S354C, T366W,
- polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, P329G, Y349C, T366W,
- IgG1 humana con las mutaciones D399K, D356K y/o E357K, e

- 1gG2, IgG3 0 IgG4 humana con las mutaciones D399K, E356K y/o E357K.

7. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 1 a 6, en la que

i) el primer polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG1 humanay el
segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana, o

ii) el primer polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con
las mutaciones L234A, L235A y el segundo polipéptido de la regiéon Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la
region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, o

iii) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con
las mutaciones L234A, L235A, P329G y el segundo polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original es un
polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, P329G, o

iv) el primer polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con
las mutaciones L234A, L235A, S354C, T366W y el segundo polipéptido de la region Fc de la clase I1gG original es un
polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, Y349C, T366S, L368A, Y407V, o

v) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con
las mutaciones L234A, L235A, P329G, S354C, T366W y el segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original
es un polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, P329G, Y349C, T366S,
L368A, Y407V, o

vi) el primer polipéptido de la regién Fc de la clase 1gG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana y
el segundo polipéptido de la region Fc de la clase 1gG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana, o

vii) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana
con las mutaciones S228P, L235E y el segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de
la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, o

viii) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana

con las mutaciones S228P, L235E, P329G y el segundo polipéptido de la regidon Fc de la clase IgG original es un
polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, P329G, o
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ix) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con
las mutaciones S228P, L235E, S354C, T366W y el segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un
polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, Y349C, T366S, L368A, Y407V, o
x) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana con
las mutaciones S228P, L235E, P329G, S354C, T366W y el segundo polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original
es un polipéptido de la regidon Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, P329G, Y349C, T366S,
L368A, Y407V.

8. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacién 1 a 7, en la que el primer
polipéptido de la region Fc o el segundo polipéptido de la regién Fc o ambos polipéptidos de la regién Fc comprenden
una de las siguientes combinaciones de mutaciones:

-T307H y Q311H y E430H y N434H, o

-T307H y Q311H y E430H y N434H y M252Y y S254T y T256E.

9. La region Fc de la clase I1gG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 1 a 8, en la que el primer
polipéptido de la regidon Fc comprende, independientemente del segundo polipéptido de la region Fc, una de las
siguientes mutaciones o combinacion de mutaciones:

- T307H y N434H, o

- T307H y Q311H y E430H y N434H, o

-T307H y Q311H y E430H y N434H y M252Y y S254T y T256E,

y

el segundo polipéptido de la region Fc comprende independientemente del primer polipéptido de la region Fc una de
las siguientes mutaciones o combinacién de mutaciones

-T307H, o

-T307Q, o

-Q311H, o

- E430H, o

-N434H, o

-T307Hy Q311H, o

- T307H y E430H, o

- T307H y N434A, o

- T307H y N434H, o

-T307Qy Q311H, 0

- T307Qy E430H, o

-T307Qy N434H, o

- T307H y Q311H y E430H y N434A, o
-T307Hy Q311H y E430H y N434H, o
- T307Hy Q311H y E430H y N434Y, o
-T307Qy Q311H y E430H y N434A, o

-T307Qy Q311H y E430H y N434H, o
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-T307Qy Q311H y E430H y N434Y, 0
-T307Qy V308P y N434Y e Y436H, o
-T307H y M252Y y S254T y T256E, o
-Q311H y M252Y y S254T y T256E, o
- E430 H y M252Y y S254T y T256E, o
- N434H y M252Y y S254T y T256E.

10. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 1 a 9, en la que el primer
polipéptido de la regién Fc comprende

una de las siguientes combinaciones de mutaciones:

- ninguna, o

- M252Y y S254T y T256E, o

-1253A y H310A y H435A, o

- H310A y H433A e Y436A,

y

una de las siguientes combinaciones de mutaciones:

- T307H y N434H, o

- T307H y Q311H y E430H y N434H,

y el segundo polipéptido de la regiéon Fc comprende

una de las siguientes mutaciones o combinacién de mutaciones:
- ninguna, si el primer polipéptido de la region Fc comprende al menos una mutacion, o
- T307H, o

- T307Q, si el primer polipéptido de la regién Fc no comprende Unicamente la mutacién T307Q, o
-Q311H, 0

-E430H, o

-N434H, o

-T307Hy Q311H, o

- T307H y E430H, o

- T307H y N434A, o

- T307H y N434H, o

-T307Qy Q311H, o

- T307Qy E430H, o

- T307Q y N434H, o

-T307Qy N434A, o
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- M252Y y S254T y T256E, si el primer polipéptido de la regién Fc no comprende Unicamente la combinacién M252Y y
S254T y T256E de mutaciones, o

- 1253A y H310A y H435A, si el primer polipéptido de la regiéon Fc no comprende Unicamente la combinacion 1253A y
H310A y H435A de mutaciones, o

- H310A y H433A e Y436A, si el primer polipéptido de la regién Fc no comprende unicamente la combinaciéon H310A y
H433A e Y436A de mutaciones, o

-T307Hy Q311H y E430H y N434A, o

-T307H y Q311H y E430H y N434H, o

-T307H y Q311H y E430H y N434Y, o

-T307Qy Q311H y E430H y N434A, o

- T307Qy Q311H y E430H y N434H, o

-T307Qy Q311H y E430H y N434Y, o

-T307Qy V308P y N434Y e Y436H.

11. La regién Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizaciéon 1 a 10, en la que el primer
polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y Q311H y E430H y N434H y el segundo polipéptido de
la region Fc comprende las mutaciones M252Y y S254T y T256E.

12. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 1 a 10, en la que el primer
polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y N434H y el segundo polipéptido de la regiéon Fc
comprende las mutaciones M252Y y S254T y T256E.

13. La regién Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 1 a 10, en la que el primer
polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y Q311H y E430H y N434H y el segundo polipéptido de
la region Fc comprende las mutaciones T307H y Q311H y E430H y N434H.

14. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacién 1 a 10, en la que el primer
polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y N434H y el segundo polipéptido de la regiéon Fc
comprende las mutaciones T307H y N434H.

15. La regién Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 1 a 10, en la que el primer
polipéptido de la region Fc comprende las mutaciones T307H y N434H y M252Y y S254T y T256E y el segundo
polipéptido de la regién Fc comprende las mutaciones T307H y N434H y M252Y y S254T y T256E.

16. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacién 1 a 10, en la que el primer
polipéptido de la regién Fc comprende las mutaciones T307H y N434H.

17. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacién 1 a 10, en la que el primer
polipéptido de la regién Fc comprende las mutaciones T307H y N434H y M252Y y S254T y T256E.

18. Un anticuerpo que comprende la region Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera de los modos de
realizacién 1 a 17.

19. El anticuerpo de acuerdo con el modo de realizacion 18, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

20. El anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 18 a 19, en el que el anticuerpo es un
anticuerpo humano, humanizado o quimérico.

21. El anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 18 a 20, en el que el anticuerpo es un
anticuerpo biespecifico.

22. El anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacidon 18 a 21, en el que el anticuerpo es un
anticuerpo bivalente.

23. Un polipéptido de fusion de la region Fc que comprende la region Fc de la clase IgG de acuerdo con uno cualquiera
de los modos de realizacién 1 a 17.
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24. Una formulacion farmacéutica que comprende el anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de los modos de
realizacion 18 a 22 o el polipéptido de fusidn de la regién Fc de acuerdo con el modo de realizacion 23.

25. La formulacion farmacéutica de acuerdo con el modo de realizacién 24, en el que la formulacion farmacéutica es
para su uso en el tratamiento de enfermedades vasculares oculares.

26. El anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 18 a 22 o el polipéptido de fusion de la
regién Fc de acuerdo con el modo de realizacién 23 para su uso como medicamento.

27. El anticuerpo para su uso de acuerdo con el modo de realizacién 26, en el que el uso es para el tratamiento de
enfermedades vasculares oculares.

28. El uso del anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacién 18 a 22 o el polipéptido de fusion
de la regién Fc de acuerdo con el modo de realizacién 23 en la fabricacion de un medicamento.

29. El uso de acuerdo con el modo de realizacién 28, en el que el uso es para la fabricacion de un medicamento para
el tratamiento de la enfermedad vascular ocular.

30. El anticuerpo de acuerdo con uno cualquiera de los modos de realizacion 18 a 22 o el polipéptido de fusion de la
region Fc de acuerdo con el modo de realizacién 23 para su uso en el tratamiento de la enfermedad vascular ocular.

IV. EJEMPLOS

Los siguientes son ejemplos de procedimientos y formulaciones como se informa en el presente documento. Se
entiende que se pueden poner en practica otros modos de realizacion diversos, dada la descripcion general
proporcionada anteriormente.

Aunque la invencién anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de ilustracion y ejemplo, para los propodsitos de
claridad de comprensién, no se deben interpretar las descripciones y ejemplos como limitantes del alcance como se
informa en el presente documento.

Procedimientos

lonizacion por electropulverizacion/espectrometria de masas (ESI-EM)

Se desglucosilaron alicuotas de proteinas (50 ug) afadiendo 0,5 uyl de N-Glycanase plus (Roche) y tampon fosfato de
sodio (0,1 M, pH 7,1) para obtener un volumen de muestra final de 115 pl. Se incubd la mezcla a 37 °C durante 18 h.
Después, para la reduccion y desnaturalizacion se afiadieron 60 pyl de TCEP 0,5 M (Pierce) en guanidina * HCl 4 M
(Pierce) y 50 pl de guanidina * HCI 8 M. La mezcla se incubd a 37 °C durante 30 min. Se desalaron las muestras por
cromatografia de exclusién por tamafio (Sepharose G-25, isocratica, acetonitrilo al 40 % con acido formico al 2 %). Se
registraron espectros de masas de ESI (+va) en un instrumento Q-TOF (maXis, Bruker) equipado con una fuente de
nano-ESI (TriVersa NanoMate, Advion). Las configuraciones de los parametros de EM fueron como sigue:
transferencia: embudo de RF, 400 Vpp; energia ISCID, 0 eV; RF multipolar, 400 Vpp; cuadrupolo: energia idnica,
4,0 eV; masa baja, 600 m/z; fuente: gas seco, 8 I/min; temperatura del gas seco, 160 °C; celda de colisién: energia de
colisién, 10 eV; RF de colision: 2000 Vpp; refrigerador de iones: RF de refrigerador de iones, 300 Vpp; tiempo de
transferencia: 120 ys; almacenamiento de prepulsos, 10 us; intervalo de barrido de m/z de 600 a 2000. Para la
evaluacion de los datos se us6 un programa informatico desarrollado internamente (MassAnalyzer).

Analisis por resonancia de plasmoén superficial (SPR) para FcRn

Se analizaron las propiedades de unién del anticuerpo natural y los mutantes al FcRn mediante tecnologia de
resonancia de plasmén superficial (SPR) usando un instrumento BIAcore T100 (BlAcore AB, Uppsala, Suecia). Este
sistema esta bien establecido para el estudio de las interacciones moleculares. Permite un seguimiento continuo en
tiempo real de las uniones ligando/analito y, por tanto, la determinacién de los parametros cinéticos en diversas
configuraciones de ensayo. La tecnologia SPR se basa en la medicion del indice de refraccion cerca de la superficie de
un chip de biosensor recubierto de oro. Los cambios en el indice de refraccion indican cambios de masa en la
superficie provocados por la interaccion del ligando inmovilizado con el analito inyectado en solucion. Si las moléculas
se unen a un ligando inmovilizado en la superficie, la masa se incrementa, en caso de una disociacién, la masa
disminuye. En el ensayo actual, se inmovilizé el receptor FcRn en un chip biosensor CM5 de BlAcore (GE Healthcare
Bioscience, Uppsala, Suecia) por medio de acoplamiento de amina a un nivel de 400 unidades de respuesta (UR). El
ensayo se llevé a cabo a temperatura ambiente con PBS, Tween 20TM al 0,05 %, pH 6,0 (GE Healthcare Bioscience)
como tampon de migracion y dilucion. Se inyectaron 200 nM de muestras de anticuerpos a un caudal de 50 pl/min a
temperatura ambiente. El tiempo de asociacion fue de 180 segundos, la fase de disociacion duré 360 segundos. La
regeneracion de la superficie del chip se alcanzé por una inyeccion corta de HBS-P, pH 8,0. Se realiz6 la evaluacion de
los datos de SPR mediante comparacién de la altura de sefal de respuesta bioldgica a los 180 segundos después de
la inyeccion y a los 300 segundos después de la inyeccion. Los parametros correspondientes son el nivel max. de UR
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(180 segundos después de la inyeccion) y la estabilidad tardia (300 segundos después del final de la inyeccion).

Analisis por resonancia de plasmoén superficial (SPR) para proteina A

El ensayo se basa en la espectroscopia de resonancia de plasmoén superficial. Se inmoviliza proteina A en la superficie
de un biosensor SPR. Al inyectar la muestra en las cubetas de lectura del espectrémetro SPR, forma un complejo con
la proteina A inmovilizada, dando como resultado un incremento de masa en la superficie del chip del sensor y, por lo
tanto, una respuesta mas alta (ya que 1 UR se define como 1 pg/mm?). Después se regenera el chip del sensor
disolviendo el complejo de muestra-proteina A. Las respuestas obtenidas se evaluan a continuacion para la
determinacion de la sefial alta en unidades de respuesta (UR) y el comportamiento de disociacion.

Se acoplaron alrededor de 3500 unidades de respuesta (UR) de proteina A (20 pg/ml) en un chip CM5 (GE Healthcare)
a pH 4,0 usando el kit de acoplamiento de amina de GE Healthcare.

La muestra y el tampdn del sistema fueron HBS-P+ (HEPES 0,01 M, NaCl 0,15 M, tensioactivo P20 al 0,005 % filtrado
estéril, pH 7,4). La temperatura de la cubeta de lectura se configurd a 25 °C y la del compartimento de muestras a
12 °C. El sistema se cebd con tampdn de migracion. A continuacion, se inyectaron soluciones 5 nM de las
construcciones de la muestra durante 120 segundos con un caudal de 30 pl/min, seguido de una fase de disociacién
de 300 segundos. A continuacion, la superficie del chip del sensor se regeneré mediante dos inyecciones de 30
segundos de duracion de glicina-HCI pH 1,5 a un caudal de 30 pyl/min. Cada muestra se midié como un triplicado.

El término "con (la) mutacion IHH-AAA", como se usa en el presente documento, se refiere a la combinacion de las
mutaciones 1253A (lle253Ala), H310A (His310Ala) y H435A (His435Ala) en una region de cadena pesada constante de
la subclase IgG1 o IgG4 (numeracién de acuerdo con el indice EU de Kabat), el término "con (la) mutacion HHY-AAA",
como se usa en el presente documento, se refiere a la combinacién de las mutaciones H310A (His310Ala), H433A
(His433Ala) e Y436A (Tyr436Ala) en una region de cadena pesada constante de la subclase IgG1 o IgG4 (numeracion
de acuerdo con el indice UE de Kabat), el término "con (la) mutacién P329G LALA", como se usa en el presente
documento, se refiere a la combinacién de las mutaciones L234A (Leu234Ala), L235A (Leu235Ala) y P329G
(Pro329Gly) en una region de cadena pesada constante de la subclase IgG1 (numeracion de acuerdo con el indice EU
de Kabat), y el término "con (la) mutacion SPLE", como se usa en el presente documento, se refiere a la combinacion
de las mutaciones S228P (Ser228Pro) y L235E (Leu235Glu), una regién de cadena pesada constante de la subclase
IgG4 (numeracion de acuerdo con el indice EU de Kabat).

General

La informacion general sobre las secuencias de nucleétidos de las cadenas ligera y pesada de inmunoglobulina
humana se proporciona en: Kabat, E.A., ef al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). Los residuos de aminoacidos de las cadenas de
anticuerpos se numeran y se denominan de acuerdo con la numeracién EU (Edelman, G.M., et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 63 (1969) 78-85; Kabat, E.A., et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5.2 ed., Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD, (1991)).

Técnicas de ADN recombinante

Se usaron procedimientos estandar para manipular el ADN como se describe en Sambrook, J. et al., Molecular cloning:
A laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989). Se usaron los
reactivos biolégicos moleculares de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Sintesis génica

Los segmentos de genes deseados se ordenaron de acuerdo con las especificaciones dadas en Geneart
(Regensburg, Alemania).

Determinacién de la secuencia de ADN

Las secuencias de ADN se determinaron mediante secuenciacién bicatenaria realizada en MediGenomix GmbH
(Martinsried, Alemania) o SequiServe GmbH (Vaterstetten, Alemania).

Analisis de la secuencia de ADN vy proteinas y gestién de datos de secuencia

Se usaron el paquete de programa informatico de GCG (Genetics Computer Group, Madison, Wisconsin), versién 10.2
y el paquete Vector NT1 Advance, version 8.0 de Infomax para la creacién, mapeo, analisis, anotacion e ilustracion de
secuencia.

Vectores de expresion

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2749 383 T3

Para la expresion de los anticuerpos descritos se usaron plasmidos de expresion para la expresion transitoria (por
ejemplo, en células HEK293-F) basados en una organizacion de ADNc con o sin un promotor de CMV-Intrén A o bien
en una organizacion gendmica con un promotor de CMV.

La unidad de transcripcion del gen del anticuerpo se componia de los siguientes elementos:

- sitio(s) de restriccion Unico(s) en el extremo 5',

- el potenciador y promotor temprano inmediato de citomegalovirus humano,

- en el caso de la organizacion de ADNc, la secuencia de intron A,

- una region 5' no traducida de un gen de inmunoglobulina humana,

- un acido nucleico que codifica una secuencia sefial de cadena pesada de inmunoglobulina,

- un acido nucleico que codifica la cadena de anticuerpo humano (natural o con intercambio de dominios) como ADNc
o bien en organizacion gendémica con la organizacion de exén-intron de inmunoglobulina,

- una region 3' no traducida con una secuencia sefial de poliadenilacion, y

- sitio(s) de restriccion unico(s) en el extremo 3.

Ademas del casete de expresion del anticuerpo, los plasmidos contenian:

- un origen de replicacion que permite la replicacion de este plasmido en E. coli,

- un gen de R-lactamasa que confiere resistencia a la ampicilina en E. coli, y

- el gen de la dihidrofolato reductasa de Mus musculus como marcador seleccionable en células eucariotas.

Los acidos nucleicos que codifican las cadenas de anticuerpo se generaron mediante PCR y/o sintesis génica y se
ensamblaron mediante procedimientos y técnicas recombinantes conocidos mediante la conexion de los segmentos
de acido nucleico correspondientes, por ejemplo, usando sitios de restriccion unicos en los vectores respectivos. Las
secuencias de acido nucleico subclonadas se verificaron por secuenciacion de ADN. Para las transfecciones
transitorias se prepararon mayores cantidades de los plasmidos mediante la preparacion de plasmidos a partir de

cultivos transformados de E. coli (Nucleobond AX, Macherey-Nagel).

Técnicas de cultivo celular

Se usaron técnicas de cultivo celular estandar como se describe en Current Protocols in Cell Biology (2000),
Bonifacino, J.S., Dasso, M., Harford, J.B., Lippincott-Schwartz, J. y Yamada, K.M. (eds.), John Wiley & Sons, Inc.

Los anticuerpos biespecificos se expresaron mediante cotransfeccion transitoria de los respectivos plasmidos de
expresion en células HEK293-F que crecen en suspension como se describe a continuacion.

Ejemplo 1
Expresion y purificacién

Transfecciones transitorias en el sistema HEK293-F

Los anticuerpos monoespecificos y biespecificos se generaron por transfeccidon transitoria con los plasmidos
respectivos (por ejemplo, codificando la cadena pesada y pesada modificada, asi como la cadena ligera y ligera
modificada correspondiente) usando el sistema HEK293-F (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
En resumen, se transfectaron células HEK293-F (Invitrogen) que crecen en suspension en un matraz agitador o bien
en un fermentador agitado en un medio de expresién sin suero FreeStyle™ 293 (Invitrogen) con una mezcla de los
respectivos plasmidos de expresion y 293fectin™ o fectina (Invitrogen). Para el matraz agitador de 2 | (Corning) se
sembraron células HEK293-F a una densidad de 1*10° células/ml en 600 ml y se incubaron a 120 rpm, con un 8 % de
CO2. Al dia siguiente, las células se transfectaron a una densidad celular de aprox. 1,5*10°% células/ml con
aproximadamente 42 ml de una mezcla de A) 20 ml de Opti-MEM (Invitrogen) con 600 pug de ADN plasmidico total
(1 ug/ml) que codifica la cadena pesada o pesada modificada, respectivamente, y la cadena ligera correspondiente en
una proporcion equimolar, y B) 20 ml de Opti-MEM con 1,2 ml de 293 fectina o fectina (2 yl/ml). De acuerdo con el
consumo de glucosa, se afadié solucion de glucosa durante el curso de la fermentacion. El sobrenadante que
contenia el anticuerpo secretado se recogié después de 5-10 dias y los anticuerpos se purificaron directamente del
sobrenadante o bien el sobrenadante se congeld y almacené.
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Purificacién

Se purificaron anticuerpos biespecificos de los sobrenadantes de cultivo celular mediante cromatografia de afinidad
usando MabSelectSure-Sepharose™ (para mutantes que no son IHH-AAA) (GE Healthcare, Suecia) o
KappaSelect-Agarose (para mutantes IHH-AAA) (GE Healthcare, Suecia), cromatografia de interaccién hidréfoba
usando butil-Sepharose (GE Healthcare, Suecia) y cromatografia de exclusién por tamafio Superdex 200 (GE
Healthcare, Suecia).

En resumen, se capturaron sobrenadantes de cultivo celular filtrados estériles en una resina MabSelectSuRe
equilibrada (mutaciones que no son IHH-AAA y anticuerpos naturales) con tampoén de PBS (NazHPO4 10 mM, KH2POq4
1 mM, NaCl 137 mM y KCI 2,7 mM, pH 7,4), se lavaron con tampén de equilibrado y se eluyeron con citrato de sodio
25 mM a pH 3,0. Se capturaron los mutantes IHH-AAA en una resina KappaSelect equilibrada con Tris 25 mM, NaCl
50 mM, pH 7,2, se lavaron con tampdn de equilibrado y se eluyeron con citrato de sodio 25 mM pH 2,9. Se combinaron
las fracciones de anticuerpo eluido y se neutralizaron con Tris 2 M, pH 9,0. Las mezclas de anticuerpos se prepararon
para la cromatografia de interaccion hidréfoba afiadiendo solucion de sulfato de amonio 1,6 M a una concentracion
final de sulfato de amonio 0,8 M y el pH se ajusté a pH 5,0 usando acido acético. Después de equilibrar la resina de
butil-Sepharose con acetato de sodio 35 mM, sulfato de amonio 0,8 M, pH 5,0, se aplicaron los anticuerpos a la resina,
se lavaron con tampén de equilibrado y se eluyeron con un gradiente lineal a acetato de sodio 35 mM pH 5,0. Las
fracciones que contenian anticuerpos (monoespecificos o biespecificos) se combinaron y purificaron adicionalmente
mediante cromatografia de exclusiéon por tamafio usando una columna Superdex 200 26/60 GL (GE Healthcare,
Suecia) equilibrada con histidina 20 mM, NaCl 140 mM, pH 6,0. Las fracciones que contenian anticuerpos
(monoespecificos o biespecificos) se combinaron, se concentraron en la concentracion requerida usando dispositivos
de ultrafiltracion Vivaspin (Sartorius Stedim Biotech S.A., Francia) y se almacenaron a -80 °C.

Se analizaron la pureza y la integridad de los anticuerpos después de cada etapa de purificacion por CE-SDS usando
la tecnologia microfluidica Labchip (Caliper Life Science, EE. UU.). Se prepararon cinco pl de solucién de proteina
para el analisis de CE-SDS usando el kit de reactivo HT Protein Express de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y se analizé en un sistema LabChip GXII usando un chip HT Protein Express. Los datos se analizaron
usando el programa informatico LabChip GX.

El contenido agregado de las muestras de anticuerpo se analizé por SEC de alto rendimiento usando una columna de
exclusién por tamafio analitica Superdex 200 (GE Healthcare, Suecia) en 2xPBS (NazHPO4 20 mM, KH2PO4 2 mM,

NaCl 274 mM y KCI 5,4 mM, pH 7,4) con tampdn de migracién a 25 °C. Se inyectaron 25 pg de proteina en la columna
a un caudal de 0,75 ml/min y se eluyd en condiciones isocraticas en 50 minutos.

Ejemplo 2
Cromatografia con FcRn

Acoplamiento a estreptavidina Sepharose:

Se le afiadio un gramo de estreptavidina Sepharose (GE Healthcare) al receptor biotinilado y dializado y se incubd
durante dos horas con agitacion. Se cargé la Sepharose derivatizada receptora en una columna XK de 1 ml (GE
Healthcare).

Cromatografia usando la columna de afinidad con FcRn:

Condiciones:

dimensiones de la columna: 50 mm x 5 mm

altura de lecho: 5cm

carga: 50 pg de muestra

tampén de equilibrado: MES 20 mM, con NaCl 150 mM, ajustado a pH 5,5

tampon de elucion: Tris/HCI 20 mM, con NaCl 150 mM, ajustado a pH 8,8

elucion: tampodn de equilibrado 7,5 CV, en tampdn de elucion 30 CV a 100 %, tampdn de elucidn

10 CV
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ES 2749 383 T3

y las mutaciones Y349C, T366S, L368A, Y407V

<400> 10

Agp Lys Thr Hia Thr Cys Fre Fro Cys Fro Ala Fro Glu Ala Ala Gly

Gly Pro Ser Val Phe Lan Phe Pro Pro Lys Fro Lys Asp Thr Len Met
21 23 30

Il&« Sar Arg Thr Pro Glu ¥Yal Thr Cyz Val vVal val Asp Val Sarc His
35 40 a5

=lu Asp Pro Glu Yal Lys Fhe Asn Trp Tyr Val Asp Gly ¥al Glu Val
=11 &5 &0

His Asn Ala Lya Thre Lys Ffo Arg Glu Glu &ln Tyxr Asn Ser Thr Tyro

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu Hiz Gln Asp Trp Leu Asn Gly
BS 50 o5

Lys 31lu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Len Pro Ala Pro Ils
140 105 110

=lu Lys Thr Ile Ser Lys Ala 1lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln VWal
115 120 125

Cys Thr Lau I're Pro Sar Arg Asp Glu Lau Thr Lys Asn Gln YVal Sar
130 13% 140

Lau Sar Cys Ala Val Lys Gly FPha Tyr Pro Ser Asp Ila Ala Val &lu
145 150 L55 160

Trp Glu Jer Asn Gly Gln Fro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Freo
1s8k 170 175

Val Lau Asp Sar Asp Gly Sar FPha Phe Lau Val fear Lys Leu Thre val
140 185 1490

ARsp Lys Sa&r Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Fhe Sar Cys S&r Val Met
195 200 205

His Glu Ala Leu His Asan His Tyr Thr Gln Lys Ser Len Ser Leu Ser
210 215 220

Fro Gly Lys
225

69
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

Gly

Il=

Z1lu

Hiz

€5

Aryg

Lys

=1lu

Leu

145

Trp

val

ASp

Ly=

Fro

Ser

Asp
50

Fit-111

val

zlu

Ly&

Thr

120

Trp

=lu

Leu

Lys

11
227
PRT

Secuencia artificial

polipéptido de la regidon Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con una L234A, L235A y las

mutaciones S354C, T366\W

11

Thr

Ser

Aryg

Fro

ala

val

Tyr

Thr

115

Cys

Sar

Asp

Sar

Hi=s

YVal

20

Glu

Lys

Sar

Lye

100

Ile

Fro

Ran

Ser
184¢

Arg

Fhe

Freo

Yal

Thr

YVal
&5

Cys

Ber

Fro

Val

Gly

1455

hsp

Trp

Cy=

Glu

Lys

Lys

Th

Leu

Lys

Lye&

Cys

Lys

150

Eln

Gly

Gln

Fro

Fhe

val

Fhe
E5

Fro

Thr

Val

Ala

ALy

13%

Gly

Fro

Ser

Gln

ES 2749 383 T3

Fro

Fre

Thr

40

Asn

ALy

val

Zar

Lys

120

Asp

Fhe

=lu

Fhe

Gly

Cy=

Fro

25

Cys

Trp

Elu

Len

AZn

105

Gly

Glu

Tyr

F.¥-1)1

Fhe

18%

AZN

Fro

1D

Lyes

Y¥al

Tyrxr

Glu

Ais

50

Lys

Zln

Fro

Rin

17¢

Leu

Val

70

Ala

Fre

¥al

Yal

Gln

Th

Gln

Ala

Fro

Tht

Ser

155

Tyr

TvE

Fha

Fro

Lys

Wal

Asp
&

Tyr

Agp

Lau

ArCqg

Ly

140

Asp

Lys

Ser

Sar

Glu

Asp

Asp

Gly

Aszn

T

FPro

=lu

125

Azn

Tle

Lys

Cys

Ala

Thr

20

Val

Val

Ser

Leun

Ala

110

Pro

Eln

Ala

Leu
Lag

Sar

Ala

15

Ser

Gla

Azn

a5

Fro

Gln

YVal

Val

Fro

1375

Val

Gly

Mt

His

Val

Tyr

80

Glv

Ile

val

Ser

=1y

led

Fro

val

Mot
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Hiz

Fro
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

Gly

Ile

Glu

His

65

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

145

Trp

Glu
210

Gly

Lys

Pro

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

130

Thr

Glu

19E

ES 2749 383 T3

200

205

Ala Leu His Asgn His Tyr Thr Glo Lysa Ser Loy Sar Leau Sar

Lyva

12

227

PRT

Secuencia artificial

polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con una mutacion P329G

12

Thr His Thr Cys

Ser Val Phe Leu
20

Arg Thr Pro Glu
35

Pro Glu Val Lys

Ala Lys Thr Lys
70

Val Ser Val Leu
85

Tyr Lys Cys Lys
100

Thr Ile Ser Lys
115

Leu Pro Pro Ser

Cys Leu Val Lys
150

Ser Asn Gly Gln

215

Pro

Phe

Val

Phe

55

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Pro

10

Lys

Val

Tyr

Glu

His

90

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

71

Ala

Pro

Val

Val

Gln

75

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

155

Tyr

2210

Pro

Lys

Val

Asp

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

Glu

Asp

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Gly

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Leu

Thr

30

Val

Val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

15

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

Val

Val

Pro

Gly

Met

His

Val

Tyr

80

Gly

Ile

val

Ser

Glu

1460

Pro



ES 2749 383 T3

165 170 175

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val
180 185 190

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser Val Met
195 200 205

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser
210 215 220

Pro Gly Lys

225

<210> 13

<211> 227

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> polipéptido de la regién Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A
y la mutacién P329G

<400> 13

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Ala Ala Gly

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
20 25 30

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His
35 40 45

Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu Val
50 55 60

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Tyr
65 70 75 80

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly
85 20 95

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Gly Ala Pro Ile
100 105 110

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
115 120 125

Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val Ser

72
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15

Leu
145

Irp

VTal

His

Pro
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Rap

Cly

Ile

Glu

His

BS

Arg

Lys=

130

Thr

Glu

Lau

Lya

Glu
219

Gly

Lys

Fra

Ser

Rsp

50

Rsn

Wal

Glu

Cwa

Bar

ASE

Ser
195

Ala

Lys

14
227
PRT

Leu

hsn

Sar
124

Yal

Gly
165

Lya
150

Gln

Asp Gly

Arg Trp Gln

Lau

His

Asn

Secuencia artificial

polipéptido de la regidon Fc derivada de la regiéon Fc de la IgG1 humana con una mutacién P239G y las

135

Ely

Pro

Ser

Gln

His
215

ES 2749 383 T3

Phe

Glu

Fha

Gly
200

Tyr

Tyr

hAsn

Fha
185

AR

Thr

Pro

hAsn

150

Leu

wval

Gln

mutaciones Y349C, T366S, L368A, Y407V

14

Thr

Sar

Arg

Frao

Ala

Wal

Tyr

Rig

wal

20

Thr

Glu

Lya

Ber

Lys=

Thr

FPha

Fra

Val

Thr

wal

£E

Cys

Cy3

L&

=1lu

Ly=

Lya

70

Leu

Lys

Pra

Pha

Wal

Phe

55

Pro

Thrx

wval

Pra

Fra

Thr

40

Azn

Axrqg

wval

Ser

Cy3

Fra

25

Cys

Trp

Glu

Ly

Azn

Pra

10

Ly&a

Val

Tyr

Glu

Hia

a1

Lys

73

Sar

155

Tyr

TyT

Phe

Lys

Rla

Fra

Val

val

Gln

75

GLln

Ala

1449

Asp Ile Ala vVal

lys Thr Thr Fro

Ser Lys

175

Leu Thr

1%

Ser Cys Ser Val

205

Zer Lau
220

Pra Glu

Lysa Asp

Wwal Asp
45

A3p Glvy
)

Tyr Asn

Asp Trp

Lou Gly

Sar

Iau

Thr

30

Fal

val

Ser

Len

Ala

Lau

Lau

15

Tam

Sar

Glu

Thr

ASn

95

Pro

=lu

180

Erc

val

Meat

Ser

Gly

His

val

Tvyr

820

Gly

Ile
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15

Glu Lys

Cye Thr
130

Leu Ser
145

Trp Glu

Val Len

Asp Lys

Hiz Glu
210

Fro Gly
225
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

Asp Lys
1

Gly Pro

Ila Ser

Glu Asp

50

His Asn

Thr
1L1=

Lan

Cye

Sar

Aap

Ser
19%

Ala

Ly'E

15
227
PRT

100G

Ila Sar

Fro Fro

Ala Yal

Asn Gly
165

Ser RIp
180

Arg Trp

Lau Hix

Ly&

Sar

Lys
150

Eln

Gly

=ln

kzn

Secuencia artificial

polipéptido de la regidon Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con una mutacion P329G y la

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

&ln

Hix
215

mutacion S354C, T366W

15

Thr

Ser

Arg

35

Pro

Ala

Hisz Thr
5

Vval Phe

20

Thr Pro

Glu vVal

Lys Thr

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

Pro

Phe

Val

Phe

55

Pro

ES 2749 383 T3

Ly
1z0

Asp

Fhe

E1lua

Fhe

Gly

200

Tyr

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

105

5ly

Gln

Ty

hxzn

Fhe

185

Asn

Thr

Cys

Pro
25

Cys

Trp

Glu

5ln

Lean

Fro

hxzn

170

Len

Val

Zln

Pro

10

Lys

val

Tyr

Glu

74

Fro

Thr

der
155

Tyr

val

Phe

Lys

Ala

Pro

val

val

Gln

Lys
140

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
220

Pro

Lys

val

Asp

60

Tyr

51lu
125

Asn

Ils

The

Lyo

Cye

205

Leu

Glu

Asp

Asp

45

Gly

Asn

110

Pro

Eln

hla

The

Len

120

Ser

Ser

Leu

Thr

30

val

val

Ser

5ln

Val

Val

Pro

175

Thr

Val

Leu

Val

Jer

Gln
180

Pro

Val

Met

Ser

Leu Gly

15

Leu Met

Ser

His

Glu val

Thr

Tyr
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15

ES 2749 383 T3

65 Ei ) gd

Arg ¥al Val Ser ¥Val Lea Thr ¥al Len His Gln Asp Trp Leu hsn Gly
B3 99 335

Lys Glu Tyr Ly=® Cys Lyx Val Ser Amn Ly= Ala ILeu Gly Ala Pro Tlm
100 145 110

Glu Lys Thr Tle Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val
115 120 125

Tyr Thr Leun Pro Pro Cys Arg Asp SGlu Len Thr Lys hsn Glo Val Ser
130 135 140

Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Azp Ile Als Val Glu
145 150 155 140

Trp Glu Ser Arn Gly Gln Pra Glu Azn Azn Tyr Lyx Thr Thr Pro Pro
165 170 175

val Len Asp Ser Asp Gly Fer Phe Phe Len Tvr 3er Lys Len Thr val
13p 195 120

Asp Lys Jer Arg Trp Gln Glo Gly Asn Val Pha Ser Cys Ser Val Met
135 200 245

Hiz Glu Ala Leu Hizx Aen Hiz Tyr Thr Gln Lyz Ser Leu Ser Leu Ser

210 215 220
Pro Gly Lys
225
<210> 16
<211> 227
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A,
P329G e Y349C, T366S, L368A, Y407V
<400> 16

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Prc Glu Ala Ala Gly
1 5 10 15

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
20 25 30

Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val val Asp Val Ser His

75



10

Glu

His
65

Arg

Lys

Glu

Cys

Leu
145

Trp

val

Asp

His

Pro

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Asp

50

Asn

Val

Glu

Lys

Thr

130

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu

210

Gly

35

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

185

Ala

Lys

17

227
PRT

Glu

Lys

Ser

Lys

100

Ile

Pro

Ala

Asn

Ser

180

Arg

Leu

Val

Thr

Val

85

Cys

Ser

Pro

val

Gly

165

Asp

Trp

His

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Secuencia artificial

polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A,

Phe

55

Pro

Thr

val

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

His
215

ES 2749 383 T3

40

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

P329G y las mutaciones S354C, T366W

17

Tyr

Glu

His

90

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

170

Leu

val

Gln

76

Val

Gln

75

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

155

Tyr

Val

Phe

Lys

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
220

45

Gly

Asn

Trp

Gly

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

Val

val

Pro

175

Thr

Val

Leu

Val

Tyr

80

Gly

Ile

val

Ser

Glu

160

Pro

Vval

Met

Ser



Asp

Gly

Ile

Glu

His

65

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

145

Trp

Val

Asp

His

Pro
225

<210>
<211>

Lys

Pro

Ser

Asp

50

Asn

val

Glu

Lys

Thr

130

Trp

Glu

Leu

Lys

Glu

210

Gly

Thr

Ser

Arg

35

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

195

Ala

Lys

18
229

His

Vval

20

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

100

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

180

Arg

Leu

Thr

Phe

Pro

Val

Thr

Val

85

Cys

Ser

Pro

val

Gly

165

Asp

Trp

His

Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Cys

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Prc

FPhe

Val

Phe

55

Pro

Thr

val

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

His
215

ES 2749 383 T3

Pro

Pro

Thr

40

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

120

Asp

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

Cys

Pro

25

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Pro

10

Lys

Val

Tyr

Glu

His

90

Lys

Gln

Leu

Pro

Asn

170

Leu

Val

Gln

77

Ala

Pro

Val

Val

Gln

75

Gln

Ala

Prc

Thr

Ser

155

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Pro

Lys

Val

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
220

Glu

Asp

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Gly

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Leu

Ala

Thr

30

Val

Val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

190

Ser

Ser

Ala

15

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

val

val

Pro

175

Thr

val

Leu

Met

His

Val

Tyr

80

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

160

Pro

val

Met

Ser
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<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

Glu

Leu

Ser

Glu

65

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

145

val

Pro

Thr

Val

Ser

Gly

Met

Gln

50

Val

Tyr

Gly

Ile

val

130

Ser

Glu

Pro

Val

Met
210

PRT

Secuencia artificial

polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P y

L235E

18

Lys

Gly

Ile

35

Glu

His

Arg

Lys

Glu

115

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp
195

His

Tyr

Pro

20

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

100

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu
180

Lys

Glu

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

85

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser
165

Asp

Ser

Ala

Pro

val

Thr

Glu

Lys

70

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

150

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

Phe

Pro

Val

55

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

135

Val

Gly

Asp

Trp

His
215

ES 2749 383 T3

Cys

Leu

Glu

40

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

120

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln
200

Asn

Pro

Phe

25

val

Phe

Pro

Thr

Val

105

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser
185

Glu

His

Pro Cys
10

Pro Pro

Thr Cys

Asn Trp

Arg Glu

75

Val Leu

90

Ser Asn

Lys Gly

Glu Glu

Phe Tyr

155

Glu Asn
170

Phe Phe

Gly Asn

Tyr Thr

78

Pro

Lys

val

Tyr

60

Glu

Hisg

Lys

Gln

Met

140

Pro

Asn

Leu

val

Gln
220

Ala

Pro

val

45

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

125

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
205

Lys

Pro

Lys

30

val

Asp

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser
190

Ser

Ser

Glu

15

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

95

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr
175

Arg

Cys

Leu

Phe

Thr

val

Val

Ser

80

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

160

Thr

Leu

Ser

Ser
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15

Leu Ser Leu Gly Lys

225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu

1

Glu

Leu

Ser

Glu

65

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

145

Val

Pro

Ser

Gly

Met

Gln

50

val

Tyr

Gly

Ile

val

130

Ser

Glu

Pro

19
229
PRT

Secuencia artificial

polipéptido de la regién Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E

y la mutacién P329G

19

Lys

Gly

Ile

35

Glu

His

Arg

Lys

Glu

115

Tyr

Leu

Trp

Vval

Tyr

Pro

20

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

100

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu
180

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

85

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Asp

Pro

val

Thr

Glu

Lys

70

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

150

Asn

Ser

Pro

Phe

Pro

Vval

55

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

135

Val

Gly

Asp
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Cys

Leu

Glu

40

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

120

Ser

Lys

Gln

Pro

Phe

25

val

Phe

Pro

Thr

vVal

105

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser
185

Pro

10

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

90

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

170

Phe

79

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

75

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

155

Asn

Phe

Pro

Lys

val

Tyr

60

Glu

His

Lys

Gln

Met

140

Pro

Asn

Leu

Ala

Pro

Val

45

Vval

Gln

Gln

Gly

Pro
125

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Pro

Lys

30

val

Asp

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser
190

Glu

15

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

95

Gly

Glu

Asn

Ile

Thr

175

Arg

Phe

Thr

val

Val

Ser

80

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

160

Thr

Leu
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15

Thr Val

Val Met
210

Leu Ser
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu Ser

Leu Gly

Leu Met

Ser Gln
50

Glu val
65

Thr Tyr

Asn Gly

Ser Ile

Gln Val

130

Val Ser
145

ES 2749 383 T3

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser

195

200

205

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser

215

Leu Gly Lys

20

229

PRT

Secuencia artificial

polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S354C, T366W

20

Lys Tyr Gly Pro Pro

Gly Pro Ser Val Phe
20

Ile Ser Arg Thr Pro
35

Glu Asp Pro Glu Val
55

His Asn Ala Lys Thr
70

Arg val val Ser Val
85

Lys Glu Tyr Lys Cys
100

Glu Lys Thr Ile Ser
115

Tyr Thr Leu Fro Pro
135

Leu Trp Cys Leu Val
150

Cys

Leu

Glu

40

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

120

Cys

Lys

Pro

Phe

25

val

Phe

Pro

Thr

val

105

Ala

Gln

Gly

Ser

10

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

90

Ser

Lys

Glu

Phe

80

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

75

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr
155

220

Pro

Lys

val

Tyr
60

Glu

His

Lys

Gln

Met

140

Pro

Ala

Pro

val

45

val

Gln

Gln

Gly

Pro

125

Thr

Ser

Pro

Lys

30

val

Asp

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Glu

15

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

Asn

Ile

Phe

Thr

Val

Val

Ser

80

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala
160
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Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
165 170 175

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu
180 185 120

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
195 200 205

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
210 215 220

Leu Ser Leu Gly Lys

225

<210> 21

<211> 229

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> polipéptido de la regiéon Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones Y349C, T366S,
L368A, Y407V

<400> 21

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe
1 5 10 15

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro lLys Pro Lys Asp Thr
20 25 30

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
35 40 45

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
50 55 60

Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser
65 70 75 80

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
85 90 95

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser
100 105 110

Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
115 120 125

81
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Gln Val Cys Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
130 135 140

Val Ser Leu Ser Cys Ala Val Lys Gly Phe Tyr Prc Ser Asp Ile Ala
145 150 155 160

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
165 170 175

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Arg Leu
180 185 190

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
195 200 205

Val Met His Glu Ala Leu Hig Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
210 215 220

Leu Ser LlLeu Gly Lys

225

<210> 22

<211> 229

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> polipéptido de la regidon Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con una S228P, L235E y las
mutaciones S354C, T366W

<400> 22

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe

Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro lys Pro Lys Asp Thr
20 25 30

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
35 40 45

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
50 55 60

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pre Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser
65 70 75 80

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
85 90 95

82
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Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser
100 105 110

Ser Ile Glu lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
115 120 125

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
130 135 140

Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
145 150 155 160

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
165 170 175

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Arg Leu
180 185 120

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
195 200 205

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
210 215 220

Leu Ser Leu Gly Lys

225

<210> 23

<211> 229

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> polipéptido de la regidon Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con una S228P, L235E y las
mutaciones Y349C, T366S, L368A, Y407V

<400> 23
Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe
1 5 10 15

Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
20 25 30

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val val Asp Val
35 40 45

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
50 55 60

83
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Glu
65

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

145

Val

Pro

Thr

Val

Leu
225

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

val

Tyr

Gly

Ile

Val

130

Ser

Glu

Pro

val

Met

210

Ser

His

Arg

Lys

Glu
115

Cys

Leu

Trp

val

Asp
195

His

Leu

24
229
PRT

Asn

Val

Glu

100

Lys

Thr

Ser

Glu

Leu

180

Lys

Glu

Gly

Ala

vVal

85

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Asp

Ser

Ala

Lys

Lys

70

Ser

Lys

Ile

Pro

Ala
150

Asn

Ser

Arg

Leu

Secuencia artificial

polipéptido de la region Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con una mutacion P329G

24

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

135

Val

Gly

Asp

Trp

His
215
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Lys

Leu

Lys

Lys

120

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

200

Asn

Pro

Thr

Val

105

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

185

Glu

His

Arg

Val

90

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

170

Phe

Gly

Tyr

Glu

75

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr
155

Asn

Phe

Asn

Thr

Glu

His

Lys

Gln

Met

140

Pro

Asn

Leu

val

Gln
220

Gln

Gln

Gly

Pro

125

Thr

Ser

Tyr

Val

Phe

205

Lys

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser
190

Ser

Ser

Asn

Trp

95

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr
175

Cys

Leu

Ser

80

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala
160

Thr

Leu

Ser

Ser

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe

1

5

10

15

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr

20

25

84

30
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Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val val Asp Val
35 40 45

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
50 55 60

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser
65 70 75 80

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
85 80 85

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Gly Ser
100 105 110

Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
115 120 125

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
130 135 140

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
145 150 155 160

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
165 170 175

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe lLeu Tyr Ser Arg Leu
180 185 190

Thr Vval Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
195 200 205

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
210 215 220

Leu Ser Leu Gly Lys

225

<210> 25

<211> 229

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> polipéptido de la regidon Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con una P239G y las mutaciones
Y349C, T366S, L368A, Y407V

<400> 25

85



5

Glu Ser

Leu Gly

Leu Met

Ser Gln
50

Glu Vval
65

Thr Tyr

Asn Gly

Ser Ile

Gln Val
130

Val Ser
145

Val Glu

Pro Pro

Thr vVal

Val Met
210

Leu Ser
225

<210>
<211>
<212>

Lys

Gly

Ile
35

Glu

His

Arg

Lys

Glu

115

Cys

Leu

Trp

val

Asp

195

His

Leu

26
229
PRT

Tyr

Pro

20

Ser

Asp

Asn

val

Glu

100

Lys

Thr

Ser

Glu

Leu

180

Lys

Glu

Gly

Gly

Ser

Arg

Pro

Ala

val

85

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

165

Asp

Ser

Ala

Lys

Pro

vVal

Thr

Glu

Lys

70

Ser

Lys

Ile

Pro

Ala

150

Asn

Ser

Arg

Leu

Pro

Phe

Pro

Val

55

Thr

val

Cys

Ser

Pro

135

Val

Gly

Asp

Trp

His
215
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Cys

Leu

Glu
40

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

120

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

200

Asn

Pro

Phe

25

Val

Phe

Pro

Thr

Val

105

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

185

Glu

His

Ser
10

Pro

Thr

AsSn

Arg

val

90

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

170

Phe

Gly

Tyr

86

Pro

Cys

Trp

Glu

15

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

155

Asn

Phe

Asn

Thr

Pro

Lys

Val

Tyr

60

Glu

His

Lys

Gln

Met

140

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
220

Ala

Pro

val
45

val

Gln

Gln

Gly

Pro

125

Thr

Ser

Tyr

val

Phe

205

Lys

Pro

Lys

30

Val

Asp

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

190

Ser

Ser

Glu
15

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Gly

Glu

Asn

Ile

Thr

175

Arg

Cys

Leu

Fhe

Thr

Val

val

Ser

80

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala

160

Thr

Leu

Ser

Ser
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<213> Secuencia artificial
<220>
<223> polipéptido de la regidon Fc derivada de la region Fc de la IgG4 humana con una P329G y las mutaciones

§354C, T366W

<400> 26

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro Ala Pro Glu Phe

Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
35 40 45

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
50 55 &0

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Phe Asn Sar
65 70 75 a0

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
B5 90 95

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Gly Ser
100 105 110

Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
115 120 125

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
130 135 140

Val Ser Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
145 150 155 160

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
165 170 175

Fro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Fhe Leu Tyr Ser Arg Leu
180 185 199

87
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Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
195 200 205

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
210 215 220

Leu Ser Leu Gly Lys

225

<210> 27

<211> 229

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> polipéptido de la region Fc derivada de la regién Fc de la IgG4 humana con una S228P, L235E, P329G y
las mutaciones Y349C, T366S, L368A, Y407V

<400> 27

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe
1 5 10 15

Glu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Pha Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
20 25 30

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys Val Val Val Asp Val
as 40 45

Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val
50 55 &0

Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln FPhe Asn Ser
65 T0 75 80

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
85 80 a5

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Gly Leu Gly Ser
100 105 110

Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro
115 120 125
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Gln Val Cys Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln
130 135 140

WVal Ser Leu Ser Cys Ala Val Lys= Gly FPhe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
145 150 155 160

Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
165 170 175

Pro Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Val Ser Arg Leu
180 185 180

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser
195 200 205

Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser
210 215 220

Leu Ser Leu Gly Lys

225
<210> 28
<211> 229
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> polipéptido de la region Fc derivada de la regiéon Fc de la IgG4 humana con una S228P, L235E, P329G y
las mutaciones S354C, T366W

<400> 28

89



Glu

Glu

Leu

Ser

Glu

65

Thr

Asn

Ser

Gln

Val
145

Val

Pro

Thr

val

Leu
225

Ser

Gly

Met

Gln

50

val

Tyr

Gly

Ile

Val
130

Ser

Glu

Pro

Val

Met

210

Ser

<210>
<211>
<212>
<213>
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Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Pro

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro
20 25

Ile Ser Arg Thr Pro Glu vVal Thr
35 40

Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe Asn
55

His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg
70

Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val
85 90

Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser
100 105

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys
115 120

Tyr Thr Leu Pro Pro Cys Gln Glu
135

Leu Trp Cys Leu Val Lys Gly Phe
150

Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu
165 170

Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe
180 185

Asp Lys Ser Arg Trp Gln Glu Gly
195 200

His Glu Ala Leu His Asn His Tyr
215

Leu Gly Lys

29

105

PRT

homo sapiens

90

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

75

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr
155

Asn

Phe

Asn

Thr

Pro

Lys

val

Tyr

60

Glu

His

Lys

Gln

Met
140

Pro

Asn

Leu

val

Gln
220

Ala

Pro

Val

45

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

125

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe
205

Lys

Pro

Lys
30

val

Asp

Phe

Asp

Leu

110

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

190

Ser

Ser

Glu
15

Asp

Asgp

Gly

Asn

Trp

35

Gly

Glu

Asn

Ile

Thr

175

Arg

Cys

Leu

Phe

Thr

Val

Val

Ser

80

Leu

Ser

Pro

Gln

Ala
160

Thr

Leu

Ser

Ser
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<400>

Gln

Glu

Tyr

Lys

Tyr

65

His

Lys

Pro

Leu

Pro

Ala

50

Ala

Arg

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Arg

Gln

Tyr

Ser

Thr

65

Lys

Pro

Thr

Leu

Pro

Gly

50

Tyr

His

val

29

Lys

Gln

Gly

Gly

Ala

Ser

Val

30

107
PRT

Ala

Ala

20

Ala

val

Ser

Tyr

Ala
100

Ala

Asn

val

Glu

Ser

Ser

85

Pro

Homo sapiens

30

val

Lys

Arg

35

Asn

Ser

Lys

Thr

Ala

Ser

20

Glu

Ser

Leu

Val

Lys
100

Ala

Gly

Ala

Gln

Ser

Tyr

85

Ser

Pro

Lys

Thr

Thr

Tyr

70

Cys

Thr

Pro

Thr

Lys

Glu

Ser

70

Ala

Phe

Ser

Ala

val

Thr

55

Leu

Gln

Glu

Ser

Ala

Val

Ser

55

Thr

Cys

Asn
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val

Thr

Ala
40

Thr

Ser

Val

Cys

val

Ser

Gln

40

Val

Leu

Glu

Arg

Thr

Leu
25

Trp

Pro

Leu

Thr

Ser
105

Phe

val

25

Trp

Thr

Thr

Val

Gly
105

Leu
10

Val

Lys

Ser

Thr

His
80

Ile
10

Val

Lys

Glu

Leu

Thr

90

Glu

91

Phe

Cys

Ala

Lys

Pro

75

Glu

Phe

Cys

Val

Gln

Ser

75

His

Cys

Pro

Leu

Asp

Gln
60

Glu

Pro

Leu

Asp

Asp

60

Lys

Gln

Pro

Ile

Ser
45

Ser

Gln

Ser

Pro

Leu

Asn

45

Ser

Ala

Gly

Ser

Ser

30

Ser

Asn

Trp

Thr

Ser

Asn

30

Ala

Lys

Asp

Leu

Ser
15

Asp

Pro

Asn

Lys

Val
95

Asp

15

Asn

Leu

Asp

Tyr

Ser
95

Glu

Phe

Vval

Lys

Ser

80

Glu

Glu

Phe

Gln

Ser

Glu

80

Ser
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REIVINDICACIONES

1. Una region Fc de la clase IgG que comprende un primer polipéptido de la regién Fc variante y un segundo
polipéptido de la regién Fc variante,

en la que

a) el primer polipéptido de la region Fc variante se deriva de un primer polipéptido de la regién Fc de la clase I1gG
original y el segundo polipéptido de la region Fc variante se deriva de un segundo polipéptido de la regién Fc de la
clase IgG original, con lo que el primer polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original es idéntico al o diferente del
segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original, y

b) el primer polipéptido de la region Fc variante difiere del segundo polipéptido de la region Fc variante en uno o mas
residuos de aminodcidos distintos de aquellos residuos de aminoacidos en los que el primer polipéptido de la region Fc
de la clase IgG original difiere del segundo polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original, y

c) la region Fc de la clase IgG que comprende el primer polipéptido de la regiéon Fc variante y el segundo polipéptido de
la region Fc variante tiene una afinidad por un receptor Fc humano que es diferente de la de una regién Fc de la clase
IgG que comprende el primer polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original de a) y el segundo polipéptido de la
region Fc de la clase IgG original de a),

en la que el primer polipéptido de la region Fc o bien el segundo polipéptido de la regiéon Fc o0 ambos polipéptidos de la
region Fc comprenden independientemente entre si la siguiente combinacion de mutaciones:

- T307H y N434H.

2. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el receptor Fc humano es el receptor Fc
neonatal humano.

3. Laregion Fc de la clase IgG de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que esos residuos de
aminoacidos en los que el primer polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original difiere del segundo polipéptido de
la region Fc de la clase IgG original promueven la formacién de una regién Fc de la clase IgG heterodimérica.

4. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que

i) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original se selecciona del grupo que comprende el polipéptido de
la region Fc de la IgG1 humana, el polipéptido de la region Fc de la IgG2 humana, el polipéptido de la region Fc de la
IgG3 humana, el polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana, el polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con
las mutaciones L234A, L235A, el polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones Y349C, T366S,
L368A, Y407V, el polipéptido de la regiéon Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, Y349C, T366S,
L368A, Y407V, el polipéptido de la regidon Fc de la IgG1 humana con las mutaciones P329G, el polipéptido de la region
Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, P329G, el polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con
las mutaciones P329G, Y349C, T366S, L368A, Y407V, el polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las
mutaciones L234A, L235A, P329G, Y349C, T366S, L368A, Y407V, el polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana
con las mutaciones S228P, L235E, el polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P,
L235E, P329G, el polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones Y349C, T366S, L368A, Y407V, el
polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, Y349C, T366S, L368A, Y407V, el
polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones P329G, el polipéptido de la region Fc de la IgG4
humana con las mutaciones P329G, Y349C, T366S, L368A, Y407V, el polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana
con las mutaciones S228P, L235E, P329G, Y349C, T366S, L368A, Y407V, la 1gG1, IgG2 o IgG4 humana con las
mutaciones K392D, y la IgG3 humana con la mutacién N392D,

y

ii) el segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original se selecciona del grupo que comprende el polipéptido
de la region Fc de la IgG1 humana, el polipéptido de la region Fc de la IgG2 humana, el polipéptido de la region Fc de
la IgG3 humana, el polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana, el polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con
las mutaciones L234A, L235A, el polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con las mutaciones S354C, T366W, el
polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, S354C, T366W, el polipéptido de la
region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones P329G, el polipéptido de la regiéon Fc de la IgG1 humana con las
mutaciones L234A, L235A, P329G, el polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones P329G,
S354C, T366W, el polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, P329G, S354C,
T366W, el polipéptido de la regidn Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, el polipéptido de la region
Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, P329G, el polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con
las mutaciones S354C, T366W, el polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E,
S354C, T366W, el polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones P329G, el polipéptido de la
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region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones P329G, S354C, T366W, el polipéptido de la region Fc de la IgG4
humana con las mutaciones S228P, L235E, P329G, S354C, T366W, la IgG1 humana con las mutaciones D399K,
D356K y/o E357K, y la 1gG2, IgG3 o IgG4 humana con las mutaciones D399K, E356K y/o E357K.

5. La region Fc de la clase IgG de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que

i) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana y el
segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana, o

i) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con
las mutaciones L234A, L235A y el segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la
region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, o

iii) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con
las mutaciones L234A, L235A, P329G y el segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un
polipéptido de la regidon Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, P329G, o

iv) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con
las mutaciones L234A, L235A, S354C, T366W y el segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un
polipéptido de la regiéon Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, Y349C, T366S, L368A, Y407V, o

v) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con
las mutaciones L234A, L235A, P329G, S354C, T366W y el segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original
es un polipéptido de la regién Fc de la IgG1 humana con las mutaciones L234A, L235A, P329G, Y349C, T366S,
L368A, Y407V, o

vi) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana y
el segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana, o

vii) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana
con las mutaciones S228P, L235E y el segundo polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de
la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, o

viii) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana
con las mutaciones S228P, L235E, P329G y el segundo polipéptido de la regidon Fc de la clase IgG original es un
polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, P329G, o

ix) el primer polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la region Fc de la IgG4 humana con
las mutaciones S228P, L235E, S354C, T366W y el segundo polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original es un
polipéptido de la regidn Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, Y349C, T366S, L368A, Y407V, o

x) el primer polipéptido de la regién Fc de la clase I1gG original es un polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana con
las mutaciones S228P, L235E, P329G, S354C, T366W y el segundo polipéptido de la regiéon Fc de la clase IgG original
es un polipéptido de la regién Fc de la IgG4 humana con las mutaciones S228P, L235E, P329G, Y349C, T366S,
L368A, Y407V, o

xi) el primer polipéptido de la region Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la regiéon Fc de la IgG1, IgG2 o 1IgG4
humana con la mutacién K392D o el primer polipéptido de la regidon Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la
region Fc de la IgG3 humana con la mutacion N392D y el segundo polipéptido de la region Fc de la clase 1gG original
es un polipéptido de la region Fc de la IgG1 humana con las mutaciones D399K, D356K y/o E357K o el segundo
polipéptido de la regién Fc de la clase IgG original es un polipéptido de la regiéon Fc de la 1IgG2, IgG3 o IgG4 humana
con las mutaciones D399K, E356K y/o E357K.

6. Un anticuerpo que comprende la regién Fc de la clase IgG de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1
ab.

7. El anticuerpo de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

8. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7, en el que el anticuerpo es un anticuerpo
humano, humanizado o quimérico.

9. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que el anticuerpo es un anticuerpo
biespecifico.

10. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, en el que el anticuerpo es un anticuerpo
bivalente.
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11. Una formulacién farmacéutica que comprende el anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
6a10.

12. La formulacion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 11, en la que la formulacién farmacéutica es para su
uso en el tratamiento de enfermedades vasculares oculares.

13. El anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10 para su uso como medicamento.

14. El anticuerpo para su uso de acuerdo con la reivindicacion 13, en el que el uso es para el tratamiento de
enfermedades vasculares oculares.

15. El uso del anticuerpo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10 en la fabricacion de un
medicamento.

94



ES 2749 383 T3

Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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