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REGIONES Fc VARIANTES 

5 Campo de la invenciOn 

La presente descripciOn se refiere a polipeptidos que comprenden una region Fc 

variante, novedosa. Especificamente, una regi6n Fc variante, novedosa de la pre-

sente invencion comprende al menos una sustitucion de aminoacido descrita en el 

10 presente documento que confiere una funci6n efectora alterada o semivida serica 

alterada a una inmunoglobulina que comprende la region Fc variante en compara-

ciOn con la inmunoglobulina original que carece de esa sustituciOn de aminoacido. 

Adernas, la descripciOn proporciona un metodo para alterar una funciOn efectora 

de un anticuerpo monoclonal o extender la semivida serica de un polipeptido al 

15 que se le une operativamente una regi6n Fc variante de la invencion. Se dan a 

conocer usos terapeuticos de polipeptidos, proteinas, particularmente anticuerpos 

monoclonales, que comprenden una regi6n Fc variante de la invenciOn. 

Antecedentes de la invencion 

20 

Hay al menos diecisiete anticuerpos monoclonales aprobados actualmente en los 

Estados Unidos para su uso como productos terapeuticos en seres humanos. 

Adicionalmente, hay varios cientos de anticuerpos monoclonales en ensayos cif-

nicos y miles en pruebas preclinicas para el tratamiento de diversas enfermeda-

25 des o trastornos incluyendo, por ejemplo, rechazo de trasplantes, cancer, enfer-

medades inflamatorias, septicemia, nefritis, enfermedad de Alzheimer, alergias, 

diabetes, enfermedades autoinmunitarias, artritis, esclerosis multiple y enferme-

dades infecciosas. El campo terapeutico de los anticuerpos monoclonales esta 

posicionado para un rapido crecimiento en los prOximos &los. Tras las vacunas, 

30 los anticuerpos (o inmunoglobulinas, "Ig") constituyen el segundo tipo mas comOn 

de agente biofarmaceutico que esta sometiendose a prueba clinicamente (Stock-

win, L.H. et al. Biochemical Society Transactions, 31:433-436, 2003). 
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La ingenieria genetica ha contribuido sustancialmente al crecimiento del campo 

de anticuerpos monoclonales terapeuticos. La eficacia de un posible anticuerpo 

monoclonal terapeutico variara a menudo con cambios modestos en la secuencia 

de proteina del anticuerpo. Un cambio de un Cinico aminoacido en la region varia-

5 ble de un anticuerpo monoclonal tiene el potencial de alterar la afinidad con la que 

el anticuerpo se une al epitopo antigenic°, asi como propiedades del anticuerpo 

tales como la velocidad Ko„ o la velocidad Koff. Tales cambios de aminoacidos 

pueden determinar el exit° o el fracaso de un anticuerpo monoclonal como agente 

terapeutico. De manera similar, cambios modestos en la secuencia de aminoaci-

10 dos de la region Fc de un anticuerpo monoclonal pueden producir cambios pro-

fundos en las propiedades de funci6n efectora del anticuerpo o la semivida de una 

proteina a la que este unida operativamente la regi6n Fc. 

La region Fc de un anticuerpo (es decir, los extremos carboxilo terminales de las 

15 cadenas pesadas de un anticuerpo que abarcan los dominios CH2, CH3 y una 

parte de la region bisagra (vease la figura 1)), tiene una variabilidad limitada y par-

ticipa en efectuar los papeles fisiolOgicos desempenados por el anticuerpo. Las 

funciones efectoras atribuibles a la regi6n Fc de un anticuerpo varian con la clase 

y subclase de anticuerpo e incluyen (i) uniOn del anticuerpo mediante la regi6n Fc 

20 a un receptor de Fc especifico ("FcR") sobre una celula que desencadena diver-

sas respuestas biolOgicas incluyendo, por ejemplo, fagocitosis y destrucci6n de 

particulas recubiertas con anticuerpos, aclaramiento de complejos inmunitarios, 

liberaciOn de mediadores inflamatorios, transferencia placentaria del anticuerpo y 

control de la producciOn de inmunoglobulinas, (ii) citotoxicidad dependiente del 

25 complemento ("CDC") en la que la region Fc se une al componente C1q del corn-

plemento e inicia de ese modo la ruta clasica de activacion del complemento que 

conduce a la lisis de la diana, (iii) citotoxicidad mediada por celulas dependiente 

de anticuerpos ("ADCC") en la que determinadas celulas del sistema inmunitario 

humano, por ejemplo fagocitos y celulas NK, mediante un receptor Fey, se unen a 

30 la region Fc de un anticuerpo mediante receptores de uniOn a anticuerpos especi-

ficos sobre las celulas inmunitarias y posteriormente sefializan la destrucci6n de la 

entidad a la que el anticuerpo esta unido y (iv) union a mastocitos, basOfilos y eo-

sinOfilos. La afinidad con la que una region Fc puede unirse a un FcR particular 

(por ejemplo, FcRn), o el nivel con el que una regi6n Fc puede mediar en la activi-
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dad de CDC o ADCC son factores importantes para determinar la eficacia y semi-

vida de proteinas terapeuticas, particularmente anticuerpos monoclonales. 

La modificaciOn particularizada de aminoacidos en la regiOn Fc de IgG humana es 

5 un area activa de estudio que produce informaci6n sobre la relaciOn estructura-

funci6n relevante para el desarrollo de proteinas terapeuticas, particularmente an-

ticuerpos monoclonales (veanse, por ejemplo, la patente estadounidense 

6.165.745 y la publicaciOn PCT n.° W02004/035752 referentes a la alteraciOn de 

la semivida serica de un polipeptido operativamente unido a una region Fc y la pa-

10 tente estadounidense 6.737.056 y la publicaciOn PCT n.° W02004/029207 refe-

rentes a la alteraciOn de una funciOn efectora de un anticuerpo monoclonal que 

comprende una region Fc modificada). 

El desarrollo de proteinas terapeuticas novedosas, particularmente anticuerpos 

15 monoclonales, se beneficiaria de la capacidad para diseriar racionalmente una re-

gi6n Fc con modificaciones de aminoacidos particulares que confieren una pro-

piedad beneficiosa deseada al anticuerpo de interes. No se esperaria que todos 

los anticuerpos monoclonales mejorasen como agente terapeutico debido a la 

misma modificaciOn de aminoacido particular en la regi6n Fc. Un anticuerpo mo-

20 noclonal terapeutico que se une a un antigen° diana puede beneficiarse de un 

aumento en una funciOn efectora particular mientras que un anticuerpo monoclo-

nal terapeutico diferente que se une a un antigen° diana diferente puede benefi-

ciarse de un aumento en una funci6n efectora diferente, o incluso una disminu-

ci6n. Un anticuerpo monoclonal terapeutico puede beneficiarse de la capacidad 

25 para unirse a un receptor de Fc particular con mayor afinidad mientras que otro 

anticuerpo puede mejorar como agente terapeutico uniendose a ese receptor de 

Fc a una afinidad inferior y por tanto aclarandose del cuerpo a una velocidad mas 

rapid& Ademas, una sustituciOn o modificaciOn de aminoacido en una region Fc 

particular y que da como resultado un efecto que beneficiaria a un anticuerpo te-

30 rapeutico puede depender de la diana antigenica a la que se une el anticuerpo y/o 

la enfermedad o el trastorno que va a mejorarse por el anticuerpo. 

Son necesarios metodos y composiciones que alteran funciones efectoras particu-

lares asociadas con la region Fc de un anticuerpo para mejorar las propiedades 
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de anticuerpos terapeuticos existentes asi como para generar anticuerpos tera-

peuticos novedosos con propiedades deseadas. Pueden usarse anticuerpos mo-

noclonales con regiones Fc variantes para tratar diversas enfermedades o trastor-

nos incluyendo, por ejemplo, trastornos inflamatorios, cancer, trastornos autoin-

5 munitarios, trastornos de serializaciOn celular y enfermedades infecciosas. Adicio-

nalmente, metodos y composiciones que alteran la semivida serica de una protei-

na terapeutica, o bien aumentando la semivida y de ese modo permitiendo menos 

dosis o bien disminuyendo la semivida y de ese modo permitiendo un aclaramien-

to mas rapido del cuerpo, beneficiarian la generaci6n de anticuerpos terapeuticos 

10 asi como otras proteinas terapeuticas. 

15 

Lo que se necesita con el fin de mejorar la eficacia de una proteina terapeutica, 

particularmente un anticuerpo monoclonal, son regiones Fc variantes con propie-

dades mejoradas. 

Sumario de la invenciOn 

El alcance de la invencion esta limitado por las reivindicaciones. La presente des-

cripci6n proporciona regiones Fc variantes, es decir, regiones Fc que comprenden 

20 una sustituci6n de aminoacido descrita en el presente documento (por ejemplo, 

vease la tabla 1), que confieren propiedades beneficiosas a los polipeptidos que 

comprenden dichas regiones Fc variantes. 

Las posiciones de Fc de una region Fc original en las que puede hacerse cual-

quier sustituciOn de aminoacido para generar una regi6n Fc variante incluyen las 

25 posiciones 279, 341, 343 y 373 de la region Fc; en la que la numeraciOn de los re-

siduos, es decir, su numero de posicion, en la region Fc es la del indice de EU 

como en Kabat (vease la figura 2 en el presente documento). La presente des-

cripci6n proporciona regiones Fc variantes que comprenden una sustitucion de 

aminoacido en la posici6n 279, 341, 343 6 373 de una regi6n Fc original, o cual-

30 quier combinaciOn de las mismas. La region Fc original puede tener opcionalmen-

te residuos de aminoacido no nativos en posiciones distintas de 279, 341, 343 y 

373. Los residuos de aminoacido nativos en estas posiciones para IgG humana 

son valina (279), glicina (341), prolina (343) y tirosina (373). 
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En realizaciones preferidas a lo largo de la presente descripci6n, el residuo de 

aminoacido que sustituye al presente en la regi6n Fc original es un residuo de 

aminoacido que se produce de manera natural. A menos que se indique lo contra-

rio, la regi6n Fc original puede ser una regi6n Fc nativa o no nativa, preferible-

5 mente de origen humano o sustancialmente de origen humano. La secuencia de 

aminoacidos de la region Fc original es preferiblemente la mostrada en SEQ ID 

NO: 1, 2, 3 6 4. Preferiblemente, la regi6n Fc original tiene un residuo de aminoa-

cido nativo presente en la posici6n que va a sustituirse para generar una regi6n 

Fc variante. Ademas, en todas partes, se entiende que una region Fc variante es 

10 una regi6n Fc original modificada para que comprenda al menos una sustituciOn 

de aminoacido tal como se describe en el presente documento. Adicionalmente, 

se entiende que una region Fc original puede ser una Fc de longitud completa o 

una parte de la misma que comprende el residuo de aminoacido que va a susti-

tuirse para generar la region Fc variante. 

15 La presente descripcion proporciona adernas polipeptidos, preferiblemente anti-

cuerpos monoclonales, que comprenden una regi6n Fc variante (o un fragmento 

funcional de la misma) que comprende al menos una sustituci6n de aminoacido 

en la posiciOn 279, 341, 343 0 373 en comparacion con la region Fc original. La 

regi6n Fc variante que comprende al menos una sustituci6n de aminoacido en la 

20 posiciOn de Fc 279, 341, 343 0 373 puede comprender adernas al menos una sus-

tituciOn de aminoacido adicional en la region Fc en comparaci6n con el residuo de 

aminoacido presente en la region Fc nativa del mismo tipo que la region Fc va-

riante. 

En una realizaciOn, una regiOn Fc variante (es decir, una variante de una region 

25 Fc original) comprende al menos 1, 2, 3 o mas sustituciones de aminoacidos se-

30 

leccionadas de las s ig u ientes : 235G , 235R , 236F , 

237R , 238E , 238G , 238H , 238 1 , 238L , 238V, 238W, 

2470 , 247E , 247F , 247M , 247N , 247Q , 247R, 247S , 

248P , 248Q , 248W, 249L , 249M , 249N , 249P , 249Y, 

254E , 254F , 254G , 254H , 254 1 , 254K, 254L , 254M , 

254V, 254W, 254Y, 255K, 255N , 256H , 256 1 , 256K, 

257A, 257 1 , 257M , 257N , 257S , 258D , 260S , 262L , 

267 1 , 267K, 268K, 269N , 269Q , 27 1 T, 272H , 272K, 

279F , 279G , 279H , 279 1 , 279K, 279L , 279M , 279N , 

236R , 

238Y, 

247T, 

25 1 H , 

254N , 

256L , 

264S , 

272L , 

279Q , 

236Y, 

244L , 

247W, 

25 1 1 , 

254P , 

256V, 

265K, 

272R, 

279R , 

237K, 

245R, 

247Y, 

25 1W, 

254Q , 

256W, 

265S , 

279A, 

279S , 

237N , 

247A, 

248F , 

254D , 

254R , 

256Y, 

267H , 

279D , 

279T, 
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279W, 279Y, 280T, 283F , 283G , 283H , 283 1 , 283K, 283L, 283M , 283P , 283R, 

283T, 283W, 283Y, 285N , 286F , 288N , 288P , 292E , 292F , 292G , 292 1 , 292L, 

293S , 293V, 30 1W, 304E , 307E , 307M , 3 1 2P , 3 1 5F , 3 1 5K, 3 1 5L , 3 1 5P , 3 1 5R, 

3 1 6F , 3 1 6K, 3 1 7P , 3 1 7T , 3 1 8N , 3 1 8P , 3 1 8T, 332F , 332G , 332L , 332M , 332S , 

5 332V, 332W, 339D , 339E , 339F , 339G , 339H , 339 1 , 339K, 339L, 339M , 339N , 

339Q , 339R , 339S , 339W, 339Y, 34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 H , 34 1 1 , 34 1 K, 34 1 L , 

34 1 M , 34 1 N , 34 1 P , 34 1 Q , 34 1 R , 34 1 S , 34 1 1, 34 1V, 34 1W, 34 1Y, 343A, 343D , 

343E , 343F , 343G , 343H , 343 1 , 343K, 343L , 343M , 343N , 343Q, 343R , 343S , 

343T, 343V, 343W, 343Y, 373D , 373E , 373F , 373G , 373H , 373 1 , 373K, 373L , 

1 0 373M , 373N , 373Q , 373R, 373S , 3731, 373V, 373W, 375R , 376E , 376F , 376G, 

376H , 376 1 , 376L , 376M , 376N , 376P , 376Q , 376R, 376S , 376T, 376V, 376W, 

376Y, 377G , 377K, 377P , 378N , 379N , 379Q , 379S , 379T, 380D , 380N , 380S , 

3801, 382D , 382F , 382H , 382 1 , 382K, 382L , 382M , 382N , 382P , 382Q , 382R , 

382S , 3821, 382V, 382W, 382Y, 385E , 385P , 386K, 423N , 424H , 424M , 424V, 

1 5 426D , 426L , 427N , 429A, 429F , 429M , 430A , 430D , 430F , 430G , 430H , 430 1 , 

430K, 430L , 430M , 430N , 430P , 430Q , 430R , 430S , 4301, 430V, 430W, 430Y, 

43 1 H , 43 1 K, 43 1 P , 432R , 432S , 438G , 438K, 438L , 438T, 438W, 439E , 439H , 

439Q, 440D , 440E , 440F , 440G, 440H , 440 1 , 440K, 440L, 440M , 440Q , 4401 , 

440V o 442K. 

20 En una realizaciOn preferida, una regi6n Fc variante comprende al menos 1, 2, 3 o 

mas sustituciones de aminoacidos seleccionadas de las siguientes: 235G, 236F, 

236R , 236Y, 237K, 237N , 237R , 238E , 238G , 238H , 238 1 , 238L, 238V, 238W, 

238Y, 245R, 247A, 247D , 247E , 247F , 247M , 247N , 247Q , 247R , 2471 , 247W, 

247Y, 248F , 248P , 248Q , 248W, 249L , 249M , 249N , 249P , 249Y, 25 1 H , 25 1 1 , 

25 25 1W, 254D , 254E , 254F , 254G , 254H , 254 1 , 254K, 254L, 254M , 254N , 254P , 

254Q , 254R , 254V, 254W, 254Y, 255K, 255N , 256H , 256 1 , 256K, 256L , 256W, 

257A, 257 1 , 257M , 257N , 257S , 258D , 260S , 262L , 264S , 265K, 265S , 267H , 

267 1 , 267K, 268K, 269N , 269Q , 27 1 1, 272H , 272K, 272R , 279A, 279D , 279G , 

279H , 279N , 2790 , 279S , 2791, 279W, 279Y, 2801, 283F , 283H , 283K, 283M , 

30 283R, 283W, 285N , 286F , 288N , 288P , 292E , 292G , 292 1 , 30 1W, 304E , 307E , 

307M , 3 1 2P , 3 1 5F , 3 1 5L , 3 1 5P , 3 1 6F , 3 1 7P , 3 1 71, 3 1 8N , 3 1 8P , 3 1 81, 332L , 

332M , 332R , 332S , 332W, 339D , 339F , 339 1 , 339K, 339M , 339N , 3390, 339R , 

339S , 339W, 339Y, 34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 H , 34 1 1 , 34 1 K, 34 1 L, 34 1 M , 34 1 N , 

34 1 P , 34 1 Q , 34 1 R , 34 1 S , 34 1 1 , 34 1V, 34 1W, 34 1 Y, 343D , 343E , 343G , 343H , 
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5 

343K, 

373 1 , 

376P , 

378N , 

382Q , 

424V, 

430 1 , 

430Y, 

343N , 

373K, 

376Q , 

379N , 

382R , 

426D , 

430K, 

43 1 H , 

343Q , 343R , 343S , 

373L , 373M , 373Q , 

376R , 376S , 376T, 

379Q , 379T, 380N , 

382S , 382T , 382V, 

426L , 427N , 429A, 

430L , 430M , 430N , 

43 1 K, 43 1 P , 432R , 

343T , 

373R , 

376V, 

380S , 

382W, 

429F , 

430P , 

432S , 

343W, 

373S , 

376W, 

380T, 

382Y, 

429M , 

430Q , 

438K, 

343Y, 373D , 

373T, 373W, 

376Y, 377G , 

382D , 382F , 

385E , 386K, 

430A, 430D , 

430R, 430S , 

438L , 438T, 

373E , 

375R, 

377K, 

382 1 , 

423N , 

430F , 

430T, 

438W, 

373G , 

376G, 

377P , 

382K, 

424H , 

430G , 

430V, 

439E , 

373H , 

376N , 

3780 , 

382L , 

424M , 

430H , 

430W, 

440D , 

4401 o 440L. 

10 Las regiones Fc variantes se caracterizan preferiblemente usando uno o mas de 

los metodos experimentales descritos en el presente documento. Tales regiones 

Fc variantes confieren una funci6n efectora alterada o una semivida serica altera-

da a un anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc variante o una semi-

vida serica alterada a un polipeptido al que la regi6n Fc variante este operativa-

15 mente unida. 

Preferiblemente, la regi6n Fc original de una regi6n Fc variante de la invencion es 

una regi6n Fc nativa o codificada por la linea germinal de origen humano selec-

cionada del grupo que consiste en IgG, IgA, IgE, IgM e IgD o una variante poll-

mOrfica de la misma, o un fragmento funcional de la misma. Preferiblemente, la 

20 regi6n Fc original es una region Fc de IgG, y mas preferiblemente, una region Fc 

de IgG1, IgG3 o IgG4. La regi6n Fc original puede comprender opcionalmente una 

o mas sustituciones de aminoacidos adicionales en comparaci6n con la regi6n Fc 

nativa, distintas de las ya descritas en el presente documento (es decir, las susti-

tuciones enumeradas en la tabla 1), particularmente una o mas sustituciones de 

25 aminoacidos conocidas en la tecnica o descritas en las patentes estadounidenses 

6.165.745 o 6.737.056; o las publicaciones PCT n.°s W02004/035752 o 

W02004/029207; tal(es) sustituciOn/sustituciones de aminoacidos, si esta(n) pre-

sente(s) en la regi6n Fc original, entonces estarian tambien presentes en la region 

Fc variante y en un polipeptido que comprende una regiOn Fc variante, a menos 

30 que este en una posici6n posteriormente sustituida para generar la regi6n Fc va-

riante. 

En una realizacion preferida, un anticuerpo monoclonal que comprende una re-

gi6n Fc variante es un anticuerpo quimerico. En una realizaciOn mas preferida, un 

anticuerpo monoclonal que comprende una region Fc variante es un anticuerpo 
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humanizado o un anticuerpo humano en el que la secuencia de entramado y la 

secuencia de region constante presentes en el anticuerpo son sustancialmente de 

origen humano. El anticuerpo quimerico, humanizado o humano es preferiblemen-

te un anticuerpo de longitud completa o un anticuerpo de cadena sencilla. Cuando 

5 un anticuerpo monoclonal que comprende una region Fc variante va a usarse co-

mo agente terapeutico en seres humanos, preferiblemente la region Fc es sustan-

cialmente de origen humano. 

Preferiblemente, un polipeptido que comprende, o esta operativamente unido a, 

una region Fc variante (es decir, "polipeptido variante") tiene al menos una susti-

10 tuciOn de aminoacido en la regi6n Fc variante en comparaci6n con la regi6n Fc 

original, y presenta una funcion efectora alterada o semivida serica alterada en 

comparaciOn con la del polipeptido que comprende la regi6n Fc original de dicha 

region Fc variante, en el que la "al menos una sustituci6n de aminoacido en la re-

gi6n Fc variante" es (i) cualquier sustituci6n de aminoacido en la posici6n 279, 

15 341, 343 6 373 de la regiOn Fc o (ii) al menos una de las siguientes sustituciones 

de am i noacidos en la reg ion Fc: 235G , 235R, 236F , 236R, 236Y, 237K, 237N , 

237R, 238E , 2 38G , 238H , 238 1 , 238L , 238V, 238W, 238Y, 244L , 245R, 247A, 

247D , 247E , 247F , 247M , 247N , 247Q , 247R , 247S , 247T, 247W, 247Y, 248F , 

248P , 248Q , 248W, 249L , 249M , 249N , 249P , 249Y, 25 1 H , 25 1 1 , 25 1W, 254D , 

20 254E , 254F , 254G , 254H , 254 1 , 254K, 254L , 254M , 254N , 254P , 254Q , 254R , 

254V, 254W, 254Y, 255K, 255N , 256H , 256 1 , 256K, 256L , 256V, 256W, 256Y, 

257A, 257 1 , 257M , 257N , 257S , 258D , 260S , 262L, 264S , 265K, 265S , 267H , 

267 1 , 267K, 268K, 269N , 269Q , 27 1 T, 272H , 272K, 272L, 272R, 279A, 279D , 

279F , 279G , 279H , 279 1 , 279K, 279L , 279M , 279N , 279Q, 279R , 279S , 279T , 

25 279W, 279Y, 280T, 283F , 283G , 283H , 283 1 , 283K, 283L, 283M , 283P , 283R , 

283T, 283W, 283Y, 285N , 286F , 288N , 288P , 292E , 292F , 292G , 292 1 , 292L, 

293S , 293V, 30 1W, 304E , 307E , 307M , 3 1 2P , 3 1 5F , 3 1 5K, 3 1 5L , 3 1 5P , 3 1 5R , 

3 1 6F , 3 1 6K, 3 1 7P , 3 1 7T , 3 1 8N , 3 1 8P , 3 1 8T, 332F , 332G , 332L , 332M , 332S , 

332V, 332W, 339D , 339E , 339F , 339G , 339H , 339 1 , 339K, 339L, 339M , 339N , 

30 339Q , 339R, 339S , 339W, 339Y, 34 1 0 , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 H , 34 1 1 , 34 1 K, 34 1 L , 

34 1 M , 34 1 N , 34 1 P , 34 1 Q , 34 1 R , 34 1 S , 34 1 1, 34 1V, 34 1W, 34 1Y, 343A, 343D , 

343E , 343F , 343G , 343H , 343 1 , 343K, 343L , 343M , 343N , 343Q , 343R, 343S , 

343T, 343V, 343W, 343Y, 373D , 373E , 373F , 373G , 373H , 373 1 , 373K, 373L, 

373M , 373N , 373Q , 373R , 373S , 373T, 373V, 373W, 375R, 376E , 376F , 376G, 
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5 

376H , 

376Y, 

380T , 

382S , 

426D , 

430K, 

43 1 H , 

439Q, 

376 1 , 

377G , 

382D , 

382T, 

426L , 

430L , 

43 1 K, 

440D , 

376L , 

377K, 

382F , 

382V, 

427N , 

430M , 

43 1 P , 

440E , 

376M , 

377P , 

382H , 

382W, 

429A , 

430N , 

432R , 

440F , 

376N , 

378N , 

382 1 , 

382Y, 

429F , 

430P , 

432S , 

4400 , 

376P , 

379N , 

382K, 

385E , 

429M , 

430Q , 

4380 , 

440H , 

376Q , 

379Q , 

382L , 

385P , 

430A, 

430R , 

438K, 

440 1 , 

376R , 

379S , 

382M , 

386K, 

430D , 

430S , 

438L , 

440K, 

376S , 

379T , 

382N , 

423N , 

430F , 

430T, 

438T, 

440L , 

376T, 

380D , 

382P , 

424H , 

430G , 

430V, 

438W, 

440M, 

376V, 

380N , 

382Q , 

424M , 

430H , 

430W, 

439E , 

440Q , 

376W, 

380S , 

382R , 

424V, 

430 1 , 

430Y, 

439H , 

4401, 

440V o 442K, o (iii) al menos dos sustituciones de aminoacidos enumeradas en (i) 

10 0 (ii) anteriormente, o (iv) al menos 1, 2 0 3 sustituciones de aminoacidos enume-

radas en (i) o (ii) anteriormente ademas de al menos una sustituciOn de aminoaci-

do en la region Fc no enumerada en (i) o (ii) anteriormente. Preferiblemente, la 

funciOn efectora alterada es un aumento en ADCC, una disminucion en ADCC, un 

aumento en CDC, una disminuciOn en CDC, un aumento en la afinidad de uniOn a 

15 C1q, una disminucion en la afinidad de uniOn a C1q, un aumento en la afinidad de 

union a FcR (preferiblemente FcRn) o una disminuci6n en la afinidad de uni6n a 

FcR (preferiblemente FcRn) en comparaciOn con dicho polipeptido que carece de 

la sustituci6n de aminoacido en la region Fc (es decir, region Fc original). 

La descripci6n proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende una region 

20 Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de ami-

noacidos en la region Fc: 247A, 247F, 247M, 247T, 247V, 247Y, 249E, 249Y, 

25 

254F , 

292A, 

332T, 

3391, 

429M , 

247T, 

3 1 1 1 , 

339R, 

254M , 

3 1 1A, 

332V, 

376A, 

434W, 

247V, 

3 1 5L, 

339S , 

254Y, 

3 1 1 D , 

339D , 

376V, 

436 1 , 

247Y, 

3 1 8N , 

376A, 

256A, 258D , 279A , 283A, 283 1 , 283K, 283M , 283R , 288N , 

3 1 1 N , 3 1 1 T, 3 1 1V, 3 1 1 Y, 3 1 5L , 3 1 8N , 3 1 8P , 3 1 8T , 3 1 8V, 

339F , 339G , 339 1 , 339K, 339M , 339N , 339Q , 339R, 339S , 

377G , 377K, 379N , 380N , 380S , 382A, 382 1 , 385E , 427N , 

440G , 440H , 440 1 o 440L, [preferib lemente 247A, 247F , 247M , 

254F , 254Y, 258D , 279A, 283M , 288N , 292A, 3 1 1 D , 3 1 1 N , 

3 1 8P , 3 1 8T, 3 1 8V, 339D , 339 1 , 339K, 339M , 339N , 339Q , 

376V, 377K, 379N , 380N , 382A, 440 1 o 440 14 presentando el 

30 anticuerpo monoclonal que comprende la region Fc variante ADCC potenciada en 

comparacion con el anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc original. 

La descripciOn proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende una regi6n 

Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de ami-

noacidos en la region Fc: 235Q, 235R, 235S, 236F, 236R, 236Y, 237E, 237K, 
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237N , 237R , 238E , 238G , 238H , 238 1 , 238L , 238V, 238W, 238Y, 247G , 247R , 

249L , 249P , 250K, 250M , 250R , 25 1 H , 25 1 1 , 25 1W, 252Y, 254L , 254P , 254Q, 

254T , 254V, 256V, 257A, 257 1 , 257M , 257N , 257S , 257V, 260S , 262L , 264S , 

265H , 265K, 265S , 267G , 267H , 267 1 , 267K, 269N , 269Q , 270A, 270G , 270K, 

5 270M , 270N , 27 1 T , 272H , 272K, 272L, 272N , 272R , 279D , 279F , 279K, 279L , 

279W, 283D , 283F , 283G , 283H , 283L, 283W, 283Y, 285N , 288P , 292E , 292F , 

292G , 292 1 , 293S , 293V, 30 1W, 304E , 307A, 307E , 307M , 3 1 1 F , 3 1 1 1 , 3 1 1 K , 

3 1 1 S , 3 1 2P , 3 1 4F , 3 1 4 1 , 3 1 4V, 3 1 4W, 3 1 5F , 3 1 5P , 3 1 6F , 3 1 7P , 327T, 328V, 

329Y, 332G , 332K, 332L , 332R , 332W, 34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 H , 34 1 1 , 34 1 K, 

1 0 34 1 L, 34 1 M , 34 1 N , 34 1 P , 34 1 Q , 34 1 R, 34 1 8 , 34 1 1, 34 1W, 34 1 Y, 343A, 343D , 

343E , 343F , 343G , 343H , 343L , 343M , 343N , 343Q , 343R , 3438 , 3431, 343V, 

343W, 343Y, 373A, 373D , 373E , 373F , 373G , 373 1 , 373K, 373L , 373M , 373N , 

373Q , 373R , 373S , 373T, 373V, 373W, 375R , 376A, 376E , 376F , 376G , 376H , 

376W, 376Y, 379Q , 382D , 382S , 430H , 430K, 430N , 430Q , 430R, 430W, 432R , 

1 5 4328 , 434 1 , 440D , 4401, 440V o 442K, [preferib lemente 235R , 236F , 236Y, 237E , 

237K, 237N , 237R, 238E , 238G , 238H , 238 1 , 238L , 238V, 238W, 238Y, 247R, 

250K, 25 1 H , 2541, 257 1 , 257M , 257N , 257S , 257V, 265H , 265K, 265S , 267G , 

267H , 267 1 , 267K, 269N , 269Q , 270A, 270G , 270K, 270M , 270N , 27 1 T, 272N , 

272R , 288P , 292E , 30 1W, 304E , 3 1 6F , 3 1 7P , 327T , 328V, 329Y, 332K, 332R, 

20 34 1 F , 34 1 1 , 34 1 M , 34 1 P , 34 1 Q , 34 1 R , 34 1 1, 34 1W, 34 1 Y, 343W, 373A, 373E , 

373G, 373S , 376A, 376W, 432R o 432S] , presentando e l anticuerpo monoclonal 

que comprende la region Fc variante actividad de ADCC disminuida en compara-

cion con el anticuerpo monoclonal que comprende la region Fc original. 

25 La descripcion proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende una regiOn 

Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de ami-

noacidos en la region Fc: 238L, 244L, 245R, 249P, 252Y, 256P, 257A, 2571, 

30 

257M , 

279G, 

283F , 

283W, 

3 1 1 L , 

332L , 

343Q, 

257N , 

279H , 

283G , 

283Y, 

3 1 1 M , 

332M , 

343R , 

257S , 

279M , 

283H , 

285N , 

3 1 1V, 

332R, 

343T, 

257V, 

279N , 

283 1 , 

286F , 

3 1 1W, 

332S , 

343Y, 

258D , 

279Q , 

283K, 

288N , 

3 1 2P , 

332W, 

375R, 

260S , 

279R , 

283L , 

288P , 

3 1 6K, 

339N , 

376G , 

262L , 

279S , 

283N , 

293V, 

3 1 7P , 

339T, 

376 1 , 

270K, 

279T, 

283P , 

307E , 

3 1 8N , 

339W, 

376M , 

272L , 

279W, 

283Q , 

307M , 

3 1 8T , 

34 1 P , 

376P , 

272R, 

279Y, 

283R, 

3 1 1A, 

332F , 

343E , 

376T, 

279A, 

283A, 

283S , 

3 1 1 1 , 

332H , 

343H , 

376V, 

279D , 

283D , 

283T, 

3 1 1 K, 

332K, 

343K, 

377K, 
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378D , 378N , 380N , 380S , 380T , 382F , 382H , 382 1 , 382K, 382L, 382M , 382N , 

382Q , 382R, 382S , 382T , 382V, 382W, 382Y, 423N , 427N , 430A, 430F , 430G, 

430H , 430 1 , 430K, 430L , 430M , 430N , 430Q , 430R , 430S , 430T, 430V, 430Y, 

43 1 H , 43 1 K, 434F , 434G , 434H , 434W, 434Y, 436 1 , 436L , 436T, 438K, 438L, 

5 438T , 438W, 440K o 442K, [preferib lemente 245R, 252Y, 256P , 257A, 257 1 , 

257M , 257N , 257S , 257V, 258D , 260S , 262L , 279A, 279D , 279G , 279H , 279N , 

279Q , 279S , 279T, 279W, 279Y, 283F , 283H , 283K, 283R , 285N , 286F , 307E , 

307M , 3 1 1 1 , 3 1 1 K, 3 1 1 L , 3 1 1 M , 3 1 2P , 3 1 8N , 3 1 8T , 332S , 339W, 343E , 343H , 

343K, 343Q , 343R , 375R , 377K, 378D , 378N , 380S , 380T, 382F , 382K, 382Q , 

1 0 382R, 382S , 382T, 382V, 382W, 382Y, 423N , 427N , 430A, 430F , 430H , 430 1 , 

430L , 430M , 430N , 430Q , 430R, 430S , 430V, 430Y, 43 1 H , 43 1 K, 434F . 434G , 

434H , 434W, 434Y, 436 1 , 436L , 438K, 438L o 438W] presentando el anticuerpo 

monoclonal que comprende la region Fc variante afinidad de uniOn a FcRn poten-

ciada en comparaci6n con el anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc 

15 original.  

La descripci6n proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende una regi6n 

Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de ami-

20 

noacidos en la reg iOn Fc: 235Q , 236Y, 237K, 237R , 238E , 238G , 238H , 

247A, 247D , 247E , 247F , 247G , 247H , 247 1 , 247L , 247M , 247N , 247Q , 

247S , 247W, 247Y, 248A, 248F , 248P , 248Q , 248W, 249E , 249L, 249M , 

25 1 F , 25 1 H , 25 1 1 , 25 1W, 254D , 254E , 254F , 254G , 254H , 254 1 , 254K, 

254M , 254N , 254P , 254Q , 254R , 254T , 254V, 254W, 254Y, 255K, 255N , 

256H , 256 1 , 256K, 256M , 256R, 256W, 256Y, 264S , 265S , 265Y, 267G , 

268D , 268K, 270A, 270M , 279 1 , 279K, 279L , 280T, 292E , 292F , 292G , 292 1 , 

238W, 

247R , 

249Y, 

254L, 

256F , 

267 1 , 

292L, 

25 3 1 1 D , 3 1 1 E , 3 1 1 F , 3 1 1 G , 3 1 1 N , 3 1 1 R , 3 1 1 Y, 3 1 5F , 3 1 5K, 3 1 5P , 3 1 6F , 3 1 7T , 

326W, 327T, 339E , 339G , 339L , 339R , 34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 1 , 34 1 K , 34 1 L , 

34 1 M , 34 1 N , 34 1 Q , 34 1 R , 34 1 S , 34 1 1 , 34 1V, 34 1W, 34 1 Y, 343M , 343V, 343W, 

373A, 373D , 373G , 373K, 373L , 373M , 373N , 373Q , 373S , 373T, 373V, 373W, 

376H , 376L , 376W, 376Y, 424M , 424V, 426D , 429A, 429F , 429M , 430D , 430W, 

30 43 1 P , 432R , 432S , 439Q , 440A, 440D , 440E , 440F o 440M , [preferib lemente 

237R , 247D , 247E , 247F , 247H , 247 1 , 247L , 247M , 247N , 247Q , 247W, 247Y, 

248A, 248F , 248P , 248Q , 248W, 249L , 249M , 249Y, 25 1 H , 25 1 1 , 25 1W, 254D , 

254E , 254F , 254G , 254H , 254 1 , 254K, 254M , 254N , 254P , 254Q , 254R , 2541, 

254V, 254W, 254Y, 255K, 255N , 256F , 256H , 256K, 256M , 256R, 256W, 265Y, 
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2801, 292G , 292 1 , 3 1 1 D , 3 1 1 E , 3 1 1 G , 3 1 1 N , 3 1 5F , 3 1 5P , 3 1 6T, 3 1 7T, 327T, 

34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 1 , 34 1 L , 34 1 Y, 343W, 373A, 373G, 373M , 373Q , 376W, 

376Y, 424M , 424V, 430D , 430W, 43 1 P o 4325] , presentando el anticuerpo mono-

clonal que comprende la region Fc variante afinidad de union a FcRn disminuida 

5 en comparaci6n con el anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc origi-

nal. 

La descripci6n proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende una region 

Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de ami-

noacidos en la regi6n Fc: 236Y, 244L, 247A, 247D, 247E, 247G, 247N, 247Q, 

1 0 247R , 247S , 247W, 248F , 248P , 248Q , 248W, 249E , 249L , 249M , 249N , 249P , 

249Y, 25 1 F , 25 1 H , 25 1 1 , 25 1W, 254A, 254F , 254K, 254L , 254M , 254R, 254Y, 

255K, 256A, 256G , 256 1 , 256L , 256M , 256P , 256Q , 256W, 256Y, 260S , 268D , 

279Q, 2795 , 279W, 279Y, 280K, 280T, 283F , 283G , 283H , 283 1 , 283K, 283L , 

283M , 283N , 283P , 283R , 283S , 283W, 292L , 307A, 307M , 3 1 1 F , 3 1 1 1 , 3 1 1 K, 

1 5 3 1 1 L , 3 1 1 M , 3 1 1 T, 3 1 1 1 V, 3 1 1W, 3 1 1 Y, 3 1 2P , 3 1 4F , 3 1 4 1 , 3 1 4V, 3 1 4W, 3 1 4Y, 

3 1 5F , 3 1 5K, 3 1 5L , 3 1 5P , 3 1 5R, 3 1 6K, 3 1 7P , 3 1 7T, 3 1 8N , 3 1 81, 332A, 332D , 

332E , 332F , 332G , 332L, 332M , 332Q, 332S , 3321, 332V, 332W, 332Y, 339D , 

339F , 339G , 339H , 339 1 , 339K, 339N , 339Q , 339R, 339S , 339T, 339W, 339Y, 

34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 H , 34 1 1 , 34 1 K, 34 1 L , 34 1 M , 341 N , 34 1 P , 34 1 Q , 34 1 R , 

20 34 1 S , 34 1 1, 34 1V, 34 1W, 34 1 Y, 343A, 343D , 343E , 343G , 343H , 343K, 343L , 

343M , 343N , 343Q , 343R , 3435 , 343T, 343W, 343Y, 373D , 373E , 373F , 373H , 

373 1 , 373K, 373L, 373M , 373N , 373Q , 373R , 373T, 373V, 373W, 375R , 376A, 

376F , 376G, 376H , 376L , 376N , 376P , 376Q , 376R , 3765 , 376T, 376V, 377P , 

379N , 379Q , 379S , 379T, 380A, 380N , 380S , 380T, 382 1 , 382L, 382Q , 382V, 

25 386K, 426D , 426L , 429A, 429F , 429M , 430A, 430D , 430F , 430G , 430H , 430 1 , 

430K, 430L, 430M , 430N , 430P , 430R , 430S , 430T, 430V, 430W, 430Y, 43 1 H , 

43 1 P , 432R , 432S , 434W, 434Y, 438L , 438W, 440Q o 440Y, [preferib lemente 

236Y, 248F , 248P , 248Q , 248W, 249E , 249L , 249M , 249N , 249Y, 25 1 H , 25 1 1 , 

25 1W, 254F , 254K, 254L , 254M , 254R, 254Y, 255K, 256A, 256G , 256 1 , 256L, 

30 256M , 256P , 256Q , 256W, 2605 , 280K, 283W, 307M , 3 1 1 F , 3 1 1 1 , 3 1 1 K, 3 1 1 L , 

3 1 1 M , 3 1 1 T , 3 1 1 V, 3 1 1W, 3 1 1 Y, 3 1 4 1 , 3 1 4V, 3 1 4W, 3 1 4Y, 3 1 5P , 3 1 7P , 3320 , 

332L , 332M , 332S , 332W, 339D , 339F , 339 1 , 339K, 339N , 339S , 339W, 339Y, 

34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 H , 34 1 1 , 34 1 K, 34 1 L , 34 1 M , 34 1 N , 341 P , 34 1 Q , 34 1 R , 

34 1 S , 34 1 1, 34 1 V, 34 1W, 34 1 Y, 343D , 343E , 343G , 343H , 343K, 343N , 343Q , 
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343R , 343S , 3431, 343W, 343Y, 373E , 373F , 373H , 373 1 , 373K, 373L , 373Q , 

373R, 373T, 373W, 376A, 3760 , 376N , 376P , 376Q , 376R , 376S , 376T , 376V, 

377P , 379N , 379Q , 379T, 382 1 , 382L , 386K, 426D , 426L , 429F , 429M , 430A, 

430D , 430F , 4300 , 430H , 430 1 , 430K, 430L , 430M , 430N , 430P , 430R, 430S , 

5 430T, 430V, 430W, 430Y, 43 1 H , 43 1 P , 434Y, 438L o 440Y] presentando el anti-

cuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc variante actividad de CDC poten-

ciada en comparaci6n con el anticuerpo monoclonal que comprende la regiOn Fc 

original. 

La descripciOn proporciona un anticuerpo monoclonal que comprende una regi6n 

10 Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de ami-

noacidos en la reg i6n Fc: 235G , 235S , 236R , 237E , 237K, 237N , 237R , 238A, 

238E , 2380 , 238H , 238 1 , 238L , 238V, 238W, 238Y, 245R , 247H , 247 1 , 247L, 

247T, 247Y, 250M , 252Y, 254D , 254E , 254 1 , 254P , 254Q , 2541, 2 54V, 255N , 

257A, 257 1 , 257M , 257N , 257S , 257V, 262L , 264S , 265H , 265Y, 267G , 267H , 

1 5 267 1 , 267K, 268K, 269N , 269Q, 2700 , 270M , 270N , 27 1 T , 272H , 272L , 272N , 

292A, 293S , 30 1W, 307E , 3 1 1 E , 3 1 1 S , 3 1 6F , 3 1 8P , 3271, 328V, 329Y, 330K, 

330R , 332E , 332M , 343 1 , 373S , 378D , 380D , 382D , 382F , 382N , 382P , 382R , 

382S , 382W, 382Y, 385E , 385P , 423N , 424H , 424M o 427N [preferib lemente 

2350 , 235S , 236R, 237E , 237K, 237N , 237R , 238A, 238E , 2380 , 2 38H , 238 1 , 

20 238L , 238V, 238W, 238Y, 245R , 247 1 , 247L , 2471, 250M , 257A, 257 1 , 257M , 

262L , 264S , 267G , 267H , 267 1 , 267K, 268K, 269N , 269Q , 270G , 270M , 270N , 

27 1 T , 272H , 30 1W, 3 1 1 S , 327T, 329Y, 330K, 378D , 385E , 423N o 424H] presen-

tando el anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc variante actividad de 

CDC disminuida en comparaciOn con el anticuerpo monoclonal que comprende la 

25 region Fc original. 

La descripcion caracteriza ademas un anticuerpo monoclonal que comprende una 

regi6n Fc variante de la invenciOn, uniendose dicho anticuerpo especificamente a 

un antigeno diana humano. Preferiblemente, el antigeno diana se selecciona del 

grupo que consiste en CD3, CD20, CD25, TNFa, Her2/neu, CD33, CD52, EGFR, 

30 EpCAM, MUC1, GD3, CEA, CAl25, HLA-DR, TGF[3, VEGF, GDF8, GDF11, greli-

na o cualquier precursor o fragmento funcional de los mismos. 

La descripciOn proporciona un polipeptido variante que comprende una region Fc 

variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de aminoa-

cidos en la region Fc: 238L, 244L, 245R, 249P, 252Y, 256P, 257A, 2571, 257M, 
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257N , 257S , 257V, 258D , 260S , 262L , 270K, 272L , 272R , 279A, 279D , 279G , 

279H , 279M , 279N , 279Q , 279R , 279S , 279T, 279W, 279Y, 283A, 2830 , 283F , 

283G , 283H , 283 1 , 283K, 283L , 283N , 283P , 283Q , 283R, 283S , 283T, 283W, 

283Y, 285N , 286F , 288N , 288P , 293V, 307E , 307M , 3 1 1 A, 3 1 1 1 , 3 1 1 K , 3 1 1 L , 

5 3 1 1 M , 3 1 1 V, 3 1 1W, 3 1 2P , 3 1 6K, 3 1 7P , 3 1 8N , 3 1 8T , 332F , 332H , 332K, 332L , 

332M , 332R , 332S , 332W, 339N , 339T, 339W, 34 1 P , 343E , 343H , 343K, 343Q , 

343R , 343T, 343Y, 375R, 376G , 376 1 , 376M , 376P , 376T, 376V, 377K, 378D , 

378N , 380N , 380S , 380T, 382F , 382H , 382 1 , 382K, 382L, 382M , 382N , 382Q , 

382R , 382S , 3821, 382V, 382W, 382Y, 423N , 427N , 430A, 430F , 430G , 430H , 

1 0 430 1 , 430K, 430L , 430M , 430N , 430Q , 430R , 430S , 430T, 430V, 430Y, 43 1 H , 

43 1 K, 434F , 434G , 434H , 434W, 434Y, 436 1 , 436L , 436T, 438K, 438L , 438T, 

438W, 440K o 442K, [preferib lemente 245R, 252Y, 256P , 257A, 257 1 , 257M , 

257N , 257S , 257V, 2580 , 260S , 262L , 279A, 2790 , 279G , 279H , 279N , 279Q , 

279S , 279T, 279W, 279Y, 283F , 283H , 283K, 283R , 285N , 286F , 307E , 307M , 

1 5 3 1 1 1 , 3 1 1 K, 3 1 1 L , 3 1 1 M , 3 1 2P , 3 1 8N , 3 1 8T, 332S , 339W, 343E , 343H , 343K, 

343Q , 343R , 375R , 377K, 378D , 378N , 380S , 380T , 382F , 382K, 382Q , 382R , 

382S , 382T, 382V, 382W, 382Y, 423N , 427N , 430A, 430F , 430H , 430 1 , 430L , 

430M , 430N , 430Q , 430R , 430S , 430V, 430Y, 43 1 H , 43 1 K, 434F , 434G , 434H , 

434W, 434Y, 436 1 , 436L , 438K, 438L o 438W] , presentando el pol i peptido variante 

20 semivida serica potenciada en comparaci6n con el polipeptido original (es decir, 

un polipeptido identico al polipeptido variante pero que carece de la sustituci6n de 

aminoacido enumerada anteriormente en el presente documento). 

La descripci6n proporciona un polipeptido variante que comprende una region Fc 

variante que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de aminoa-

25 cidos en la region Fc: 235Q, 236Y, 237K, 237R, 238E, 238G, 238H, 238W, 247A, 

30 

247D , 247E , 

247W, 247Y, 

25 1 H , 25 1 1 , 

254N , 254P , 

256 1 , 256K, 

268K, 270A, 

3 1 1 E , 3 1 1 F , 

327T, 339E , 

34 1 N , 34 1 Q , 

247F , 

248A, 

25 1W, 

254Q , 

256M , 

270M , 

3 1 1 G , 

339G , 

34 1 R, 

247G , 247H , 247 1 , 247L , 247M , 247N , 247Q , 

248F , 248P , 248Q, 248W, 249E , 249L , 249M , 

254D , 254E , 254F , 254G , 254H , 254 1 , 254K, 

254R , 254T, 254V, 254W, 254Y, 255K, 255N , 

256R , 256W, 256Y, 264S , 265S , 265Y, 267G , 

279 1 , 279K, 279L , 280T , 292E , 292F , 292G , 292 1 , 

3 1 1 N 3 1 1 R , 3 1 1 Y, 3 1 5F , 3 1 5K, 3 1 5P , 3 1 6F , 

339L , 339R , 34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 1 , 34 1 K, 

34 1 S , 34 1 1, 34 1 V, 34 1W, 34 1 Y, 343M , 343V, 

247R , 

249Y, 

254L , 

256F , 

267 1 , 

292L , 

3 1 7T, 

34 1 L , 

343W, 

247S , 

25 1 F , 

254M , 

256H , 

268D , 

3 1 1 D , 

326W, 

34 1 M , 

373A, 
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5 

373D , 

376L , 

432R , 

247E , 

248Q, 

2 54H , 

255K, 

3 1 1 D , 

34 1 1 , 

373G , 373K, 373L , 373M , 373N , 373Q , 373S , 373T , 373V, 373W, 376H , 

376W, 376Y, 424M , 424V, 426D , 429A , 429F , 429M , 430D , 430W, 43 1 P , 

432S , 439Q , 440D , 440E , 440F o 440M [preferib lemente 237R , 247D , 

247F , 247H , 247L , 247M , 247N , 247Q , 247W, 247Y, 248A, 248F , 248P , 

248W, 249L , 249M , 249Y, 25 1 H , 25 1 1 , 25 1W, 2540 , 254E , 254F , 254G , 

254 1 , 254K, 254M , 254N , 254P , 254Q , 254R, 254T, 254V, 254W, 254Y, 

255N , 256F , 256H , 256K, 256M , 256R, 256W, 265Y, 280T , 292G , 292 1 , 

3 1 1 E , 3 1 1 G , 3 1 1 N , 3 1 5F , 3 1 5P , 3 1 6T, 3 1 7T, 327T , 34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 

34 1 L , 34 1 Y, 343W, 373A, 373G , 373M , 373Q , 376W, 376Y, 424M , 424V, 

10 430D, 430W, 431P o 432S], presentando el polipeptido variante semivida serica 

disminuida en comparaci6n con el polipeptido original (es decir, un polipeptido 

identico al polipeptido variante pero que carece de la sustituci6n de aminoacido 

enumerada anteriormente en el presente documento). 

En una realizaciOn la descripciOn proporciona un metodo para aumentar la activi-

15 dad de ADCC de un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo mono-

clonal terapeutico (o fragmento funcional del mismo), que comprende modificar 

por ingenieria genetica un acid° nucleico que comprende un acid° nucleico que 

codifica para una regi6n Fc variante que comprende al menos una de las siguien-

tes sustituciones de am i noacidos : 247A, 247F , 247H , 247 1 , 247L , 247M , 247T , 

20 247V, 247Y, 249E , 249Y, 25 1 F , 254F , 254M , 254Y, 256A, 256M , 258D , 2680 , 

268E , 279A, 280A, 280K, 283A, 283 1 , 283K, 283M , 283R , 288N , 292A, 3 1 1 A, 

3 1 1 D , 3 1 1 N , 3 1 1 T , 3 1 1V, 3 1 1 Y, 3 1 5L, 3 1 8N , 3 1 8P , 3 1 8T, 3 1 8V, 330K, 332T , 

332V, 339D , 339F , 339G , 339 1 , 339K, 339M , 339N , 339Q , 339R , 339S , 3391, 

376A, 376V, 377G , 377K, 379N , 380N , 380S , 382A, 382 1 , 385E , 427N , 429M , 

25 434W, 436 1 , 440G , 440H , 440 1 o 440L [preferib lemente 247A, 247F , 247M , 247T, 

247V, 247Y, 254F , 254Y, 258D , 279A, 283M , 288N , 292A, 3 1 1 D , 3 1 1 N , 3 1 1 T , 

3 1 5L , 3 1 8N , 3 1 8P , 3 1 8T , 3 1 8V, 339D , 339 1 , 339K, 339M , 339N , 339Q , 339R , 

339S , 376A, 376V, 377K, 379N , 380N , 382A, 440 1 o 440L1 . La molecu la de acido 

nucleico que codifica para la region Fc variante puede modificarse por ingenieria 

30 genetica (por ejemplo, a partir de una molecula de acido nucleico que codifica pa-

ra una region Fc original o una regi6n Fc nativa) para que comprenda al menos 

una sustituciOn de aminoacido enumerada anteriormente o bien mientras que la 

molecula de acido nucleico esta operativamente unida a un acido nucleico que 

codifica para un anticuerpo adicional, (por ejemplo, la secuencia de acid° nucleico 
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que codifica para el resto de la cadena pesada de Ig), o bien el metodo puede 

comprender adernas posteriormente unir operativamente el acid° nucleico que 

codifica para la region Fc variante (es decir, tras la introducciOn de al menos una 

sustituciOn de aminoacido enumerada anteriormente) a un acid° nucleico que co-

5 difica para un anticuerpo adicional. El metodo puede comprender adernas la ex-

presiOn y purificaciOn del anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc va-

riante. El metodo puede comprender adernas la expresiOn y purificaciOn del anti-

cuerpo monoclonal que comprende la region Fc original. El metodo puede corn-

prender ademas medir la actividad de ADCC del anticuerpo monoclonal que corn-

10 prende la regi6n Fc variante y del anticuerpo monoclonal que comprende la region 

Fc original mediante cualquier metodo disponible en la tecnica o tal como se des-

cribe en el presente documento. El metodo puede comprender ademas seleccio-

nar un anticuerpo monoclonal que comprende una regi6n Fc variante con activi-

dad de ADCC mayor que la del anticuerpo monoclonal que comprende la region 

15 Fc original (es decir, potenciada, preferiblemente en al menos el 5%, el 10%, el 

12%, el 14%, el 16%, el 18%, el 20% o mas). La descripciOn caracteriza adernas 

un anticuerpo monoclonal, o fragmento funcional del mismo, que comprende una 

regi6n Fc variante producida mediante el metodo. 

En una realizacion la descripcion proporciona un metodo para disminuir la activi-

20 dad de ADCC de un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo mono-

clonal terapeutico (o fragmento funcional del mismo), que comprende modificar 

por ingenieria genetica un acid° nucleico que comprende un acido nucleico que 

codifica para una region Fc variante que comprende al menos una de las siguien-

tes sustituciones de aminoacidos: 235Q, 235R, 235S, 236F, 236R, 236Y, 237E, 

25 237K, 237N , 237R , 238E , 238G , 238H , 238 1 , 238L , 238V, 238W, 238Y, 247G, 

247R , 249L , 249P , 250K, 250M , 250R , 25 1 H , 25 1 1 , 25 1W, 252Y, 254L, 254P , 

S254Q , 254T , 254V, 256V, 257A, 257 1 , 257M , 257N , 257S , 257V, 260S , 262L , 

264S , 265H , 265K, 265S , 267G , S267H , 267 1 , 267K , 269N , 269Q, 270A, 270G , 

270K, 270M , 270N , 27 1 T , 272H , 272K, 272L, 272N , 272R , 279D , 279F , 279K, 

30 279L , 279W, 283D , 283F , 283G , 283H , 283L, 283T, 283W, 283Y, 285N , 288P , 

292E , 292F , 292G , 292 1 , 293S , 293V, 30 1W, 304E , 307A, 307E , 307M , 3 1 1 F , 

3 1 1 1 , 3 1 1 K, 3 1 1 S , 3 1 2P , 3 1 4F , 3 1 4 1 , 3 1 4V, 3 1 4W, 3 1 5F , 3 1 5P , 3 1 6F , 3 1 7P , 327T, 

328V, 329Y, 332G , 332K, 332L , 332R, 332W, 34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 H , 34 1 1 , 

34 1 K, 34 1 L , 34 1 M , 34 1 N , 34 1 P , 34 1 Q , 34 1 R , 34 1 S , 34 1 1, 34 1W, 34 1 Y, 343A, 
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343D , 

343V, 

373N , 

376H , 

343E , 

343W, 

373Q , 

376W, 

343F , 

343Y, 

373R, 

376Y, 

343G , 

373A, 

373S , 

379Q , 

343H , 343L, 

373D , 373E , 

373T , 373V, 

382D , 382S , 

343M , 343N , 

373F , 373G , 

373W, 375R, 

429A , 429F , 

343Q , 343R, 343S , 

373 1 , 373K, 373L , 

376A, 376E , 376F , 

430H , 430K, 430N , 

343T, 

373M , 

376G , 

430Q , 

5 430R , 430W, 432R , 432S , 434 1 , 440D , 440T, 440V o 442K [preferib lemente 235R, 

236F , 236R , 236Y, 237E , 237K, 237N , 237R , 238E , 238G , 238H , 238 1 , 238L, 

238V, 238W, 238Y, 247R , 249P , 250K, 25 1 H , 254T, 257 1 , 257M , 257N , 257S , 

257V, 265H , 265K, 265S , 267G , 267H , 267 1 , 267K, 269N , 269Q , 270A, 270G , 

270K, 270M , 270N , 27 1 T, 272R , 288P , 292E , 30 1W, 304E , 3 1 6F , 3 1 7P , 327T, 

1 0 329Y, 332K, 332R , 34 1 F , 34 1 1 , 34 1 M , 34 1 P , 34 1 Q , 34 1 R, 34 1 T, 34 1W, 34 1 Y, 

343W, 373A, 373E , 373G , 373S , 376W, 429A, 432R o 432S1 . La molecu la de aci-

do nucleico que codifica para la region Fc variante puede modificarse por ingenie-

ria genetica (por ejemplo, a partir de una molecula de acid° nucleico que codifica 

para una regi6n Fc original o una regi6n Fc nativa) para que comprenda at menos 

15 una sustituciOn de aminoacido enumerada anteriormente o bien mientras que la 

molecula de acid° nucleico esta operativamente unida a un acid° nucleico que 

codifica para un anticuerpo adicional, (por ejemplo, la secuencia de acid° nucleic° 

que codifica para el resto de la cadena pesada de Ig), o bien el metodo puede 

comprender adernas posteriormente unir operativamente el acid° nucleico que 

20 codifica para la regi6n Fc variante (es decir, tras la introducci6n de al menos una 

sustituci6n de aminoacido enumerada anteriormente) a un acid° nucleico que co-

difica para un anticuerpo adicional. El metodo puede comprender ademas la ex-

presiOn y purificaci6n del anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc va-

riante. El metodo puede comprender adernas la expresiOn y purificaciOn del anti-

25 cuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc original. El metodo puede com-

prender ademas medir la actividad de ADCC del anticuerpo monoclonal que corn-

prende la regi6n Fc variante y del anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n 

Fc original mediante cualquier metodo disponible en la tecnica o tal como se des-

cribe en el presente documento. El metodo puede comprender adernas seleccio-

30 nar un anticuerpo monoclonal que comprende una region Fc variante con activi-

dad de ADCC menor que la del anticuerpo monoclonal que comprende la region 

Fc original (es decir, disminuida, preferiblemente en al menos el 5%, el 10%, el 

12%, el 14%, el 16%, el 18%, el 20% o mas). La invencion caracteriza adernas un 
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anticuerpo monoclonal, o fragmento funcional del mismo, que comprende una re-

giOn Fc variante producida mediante el metodo. 

En una realizacion la descripciOn proporciona un metodo para aumentar la afini-

dad de uni6n a FcRn de un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo 

5 monoclonal terapeutico (o fragmento funcional del mismo), que comprende modi-

ficar por ingenieria genetica un acid° nucleico que comprende un acid° nucleico 

que codifica para una region Fc variante que comprende al menos una de las si-

gu ientes sustituciones de am i noacidos : 238L, 244L , 245R, 249P , 252Y, 256P , 

257A, 257 1 , 257M , 257N , 257S , 257V, 258D , 260S , 262L , 270K, 272L, 272R , 

1 0 279A, 279D , 279G , 279H , 279M , 279N , 279Q , 279R , 279S , 279T, 279W, 279Y, 

283A, 283D , 283F , 283G , 283H , 283 1 , 283K, 283L , 283N , 283P , 283Q , 283R , 

283S , 283T , 283W, 283Y, 285N , 286F , 288N , 288P , 293V, 307A, 307E , 307M , 

3 1 1A, 3 1 1 1 , 3 1 1 K, 3 1 1 L , 3 1 1 M , 3 1 1 V, 3 1 1W, 3 1 2P , 3 1 6K, 3 1 7P , 3 1 8N , 3 1 8T , 

332F , 332H , 332K, 332L , 332M , 332R , 332S , 332W, 339N , 339T, 339W, 34 1 P , 

1 5 343E , 343H , 343K, 343Q , 343R , 343T, 343Y, 375R, 376G , 376 1 , 376M , 376P , 

376T , 376V, 377K, 378D , 378N , 380N , 380S , 380T , 382F , 382H , 382 1 , 382K, 

382L, 382M , 382N , 382Q , 382R , 382S , 382T, 382V, 382W, 382Y, 423N , 427N , 

430A, 430F , 430G , 430H , 430 1 , 430K, 430L , 430M , 430N , 430Q, 430R , 430S , 

430T, 430V, 430Y, 43 1 H , 43 1 K, 434F , 434G , 434H , 434W, 434Y, 436 1 , 436L, 

20 436T, 438K, 438L , 438T , 438W, 440K o 442K [preferib lemente 245R , 252Y, 256P , 

257A, 257 1 , 257M , 257N , 257S , 257V, 258D , 262L , 279A, 279D , 279G , 279H , 

279N , 279Q , 279S , 279T, 279W, 279Y, 283F , 283H , 283K, 283R , 285N , 286F , 

307A, 307E , 307M , 3 1 1 1 , 3 1 1 K , 3 1 1 L , 3 1 1 M , 3 1 2P , 3 1 8N , 3 1 8T, 332S , 339W, 

343E , 343H , 343K, 343Q , 343R , 375R , 377K, 378D , 378N , 380S , 380T, 382F , 

25 382K, 382Q , 382R , 382S , 382T, 382V, 382W, 382Y, 423N , 427N , 430A, 430F , 

430H , 430 1 , 430L , 430M , 430N , 430Q , 430R , 430S , 430V, 430Y, 43 1 H , 43 1 K, 

434F , 434G , 434H , 434W, 434Y, 436 1 , 436L , 438K, 438L o 438W] . La molecu la de 

acid° nucleic° que codifica para la regi6n Fc variante puede modificarse por inge-

nieria genetica (por ejemplo, a partir de una molecula de acid° nucleico que codi-

30 fica para una region Fc original o una region Fc nativa) para que comprenda al 

menos un sustitucion de aminoacido enumerada anteriormente o bien mientras 

que la molecula de acid° nucleico esta operativamente unida a un acid° nucleico 

que codifica para un anticuerpo adicional, (por ejemplo, la secuencia de acid° nu-

cleico que codifica para el resto de la cadena pesada de Ig), o bien el metodo 
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puede comprender ademas posteriormente unir operativamente el acid° nucleico 

que codifica para la region Fc variante (es decir, tras la introducciOn de al menos 

una sustituci6n de aminoacido enumerada anteriormente) a un acid° nucleico que 

codifica para un anticuerpo adicional. El metodo puede comprender adernas la 

5 expresion y purificaci6n del anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc 

variante. El metodo puede comprender adernas la expresi6n y purificacion del an-

ticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc original. El metodo puede corn-

prender ademas medir la afinidad de uniOn a FcRn del anticuerpo monoclonal que 

comprende la regi6n Fc variante y del anticuerpo monoclonal que comprende la 

io regi6n Fc original mediante cualquier metodo disponible en la tecnica o tal como 

se describe en el presente documento. El metodo puede comprender ademas se-

leccionar un anticuerpo monoclonal que comprende una regi6n Fc variante con 

afinidad de uni6n a FcRn mayor que la afinidad de uni6n a FcRn del anticuerpo 

monoclonal que comprende la regi6n Fc original (es decir, potenciada, preferible-

15 mente en al menos el 5%, el 10%, el 12%, el 14%, el 16%, el 18%, el 20% o mas). 

La invenciOn caracteriza ademas un anticuerpo monoclonal, o fragmento funcional 

del mismo, que comprende una regi6n Fc variante producida mediante el metodo. 

En una realizacion la descripci6n proporciona un metodo para aumentar la semi-

vida serica in vivo de un polipeptido, preferiblemente un polipeptido terapeutico, 

20 que comprende modificar por ingenieria genetica un acid° nucleico que compren-

de un acid° nucleic° que codifica para una region Fc variante que comprende al 

menos una de las siguientes sustituciones de aminoacidos: 238L, 244L, 245R, 

249P , 252Y, 256P , 257A, 257 1 , 257M , 257N , 257S , 257V, 258D , 260S , 262L , 

270K, 272L , 272R, 279A , 279D , 279G , 279H , 279M , 279N , 279Q , 279R , 279S , 

25 279T, 279W, 279Y, 283A, 283D , 283F , 283G , 283H , 283 1 , 283K, 283L , 283N , 

283P , 283Q , 283R, 283S , 283T, 283W, 283Y, 285N , 286F , 288N , 288P , 293V, 

307A, 307E , 307M , 3 1 1A, 3 1 1 1 , 3 1 1 K, 3 1 1 L , 3 1 1 M , 3 1 1V, 3 1 1W, 3 1 2P , 3 1 6K, 

3 1 7P , 3 1 8N , 3 1 8T, 332F , 332H , 332K, 332L , 332M , 332R , 332S , 332W, 339N , 

339T, 339W, 34 1 P , 343E , 343H , 343K, 343Q , 343R , 343T, 343Y, 375R , 376G , 

30 376 1 , 376M , 376P , 376T, 376V, 377K, 378D , 378N , 380N , 380S , 380T, 382F , 

382H , 382 1 , 382K, 382L , 382M , 382N , 382Q , 382R , 382S , 3821, 382V, 382W, 

382Y, 423N , 427N , 430A, 430F , 430G , 430H , 430 1 , 430K, 430L, 430M , 430N , 

430Q , 430R , 430S , 430T , 430V, 430Y, 43 1 H , 43 1 K, 434F , 434G , 434H , 434W, 

434Y, 4361, 436L, 436T, 438K, 438L, 438T, 438W, 440K o 442K, [preferiblemente 
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5 

245R , 

279D , 

283R , 

3 1 8T, 

380S , 

427N , 

430Y, 

252Y, 

279G , 

285N , 

332S , 

380T, 

430A, 

43 1 H , 

2 56P , 

279H , 

286F , 

339W, 

382F , 

430F , 

43 1 K, 

257A, 

279N , 

307A , 

343E , 

382K , 

430H , 

434F , 

257 1 , 

279Q , 

307E , 

343H , 

382Q , 

430 1 , 

434G , 

257M , 257N , 

279S , 279T, 

307M , 3 1 1 1 , 

343K, 343Q , 

382R, 382S , 

430L, 430M , 

434H , 434W, 

257S , 

279W, 

3 1 1 K, 

343R , 

3821, 

430N , 

434Y, 

257V, 

279Y, 

3 1 1 L , 

375R , 

382V, 

4300 , 

436 1 , 

258D , 262L, 279A, 

283F , 283H , 283K, 

3 1 1 M , 3 1 2P , 3 1 8N , 

377K, 378D , 378N , 

382W, 382Y, 423N , 

430R , 4308 , 430V, 

436L, 438K, 438L o 

438W]. La molecula de acid° nucleico que codifica para la regi6n Fc variante pue-

de estar operativamente unida a una molecula de acid° nucleico que codifica para 

10 una proteina terapeutica. La molecula de acid° nucleico que codifica para una re-

gi6n Fc variante puede modificarse por ingenieria genetica (por ejemplo, a partir 

de una molecula de acid° nucleico que codifica para una region Fc original o una 

region Fc nativa) para que comprenda al menos una sustituci6n de aminoacido 

enumerada anteriormente mientras que la molecula de acid° nucleico esta opera-

15 tivamente unida a un acid° nucleico que codifica para un polipeptido adicional, 

(por ejemplo, la secuencia de acid° nucleic° que codifica para la regi6n distinta de 

Fc de la proteina de fusi6n), o el metodo puede comprender ademas posterior-

mente unir operativamente el acid° nucleico que codifica para la regi6n Fc varian-

te tras la introducciOn de la al menos una sustituciOn de aminoacido enumerada 

20 anteriormente a un acid° nucleico que codifica para una pareja de fusi6n distinta 

de Fc. El metodo puede comprender ademas la expresion y purificacion del poli-

peptido que comprende la regi6n Fc variante. El metodo puede comprender ade-

mas la expresi6n y purificaci6n del polipeptido que comprende la region Fc origi-

nal. El metodo puede comprender ademas medir la semivida serica in vivo del po-

25 lipeptido que comprende la regi6n Fc variante y del polipeptido que comprende la 

regi6n Fc original mediante cualquier metodo disponible en la tecnica o tal coma 

se describe en el presente documento. El metodo puede comprender adernas se-

leccionar un polipeptido que comprende una region Fc variante en el que el poli-

peptido tiene semivida serica in vivo potenciada en comparaci6n con la del poli-

30 peptido que comprende la regi6n Fc original (es decir, potenciada, preferiblemente 

en al menos el 5%, el 10%, el 12%, el 14%, el 16%, el 18%, el 20% o mas). La in-

venciOn caracteriza ademas un polipeptido (es decir, un polipeptido de fusi6n) que 

comprende una region Fc variante producida mediante el metodo. 
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En una realizacion la descripciOn proporciona un metodo para disminuir la afinidad 

de union a FcRn de un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo mo-

noclonal terapeutico (o fragmento funcional del mismo), que comprende modificar 

por ingenieria genetica un acid° nucleico que codifica para una regi6n Fc variante 

5 que comprende al menos una de las siguientes sustituciones de aminoacidos: 

1 0 

235Q, 236Y, 237K, 237R, 

247G , 247H , 247 1 , 247L , 

248F , 248P , 248Q , 248W, 

254D , 254E , 254F , 254G , 

254R, 254T, 254V, 254W, 

256R, 256W, 256Y, 264S , 

238E , 

247M , 

249E , 

254H , 

254Y, 

265S , 

238G , 238H , 238W, 247A, 

247N , 247Q , 247R, 247S , 

249L , 249M , 249Y, 25 1 F , 

254 1 , 254K, 254L , 254M , 

255K, 255N , 256F , 256H , 

265Y, S267G , 267 1 , 268D , 

2470 , 

247W, 

25 1 H , 

254N , 

256 1 , 

268K, 

247E , 

247Y, 

25 1 1 , 

254P , 

256K, 

270A, 

247F , 

248A, 

25 1W, 

2540 , 

256M , 

270M , 

279 1 , 279K, 279L , 280T, 292E , 292F , 292G , 292 1 , 292L , 3 1 1 D , 3 1 1 E , 3 1 1 F , 3 1 1 G , 

3 1 1 N , 3 1 1 R, 3 1 1 Y, 3 1 5F , 3 1 5K, 3 1 5P , 3 1 6F , 3 1 71, 326W, 327T , 339E , 339G , 

339L , 339R, 34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 1 , 34 1 K, 34 1 L , 34 1 M , 34 1 N , 34 1 0 , 34 1 R, 

1 5 34 1 S , 34 1 1, 34 1V, 34 1W, 34 1 Y, 343M , 343V, 343W, 373A, 373D , 373G , 373K, 

373L , 373M , 373N , 3730 , 373S , 373T, 373V, 373W, 376H , 376L , 376W, 376Y, 

424M , 424V, 426D , 429A, 429F , 429M , 430D , 430W, 43 1 P , 432R , 432S , 434 1 , 

439Q , 440A, 440D , 440E , 440F o 440M [preferib lemente 237R, 247D , 247E , 

247F , 247H , 247L , 247M , 247N , 247Q , 247W, 247Y, 248A, 248F , 248P , 248Q , 

20 248Q , 249L , 249M , 249Y, 25 1 H , 25 1 1 , 25 1W, 254D , 254E , 254F , 254G , 254H , 

254 1 , 254K, 254M , 254N , 254P , 254R , 2541, 254V, 254W, 254Y, 255K, 255N , 

256F , 256H , 256K, 256M , 256R , 256W, 265Y, 280T , 292G, 292 1 , 3 1 1 D , 3 1 1 E , 

3 1 1 G , 3 1 1 N , 3 1 5F , 3 1 5P , 3 1 6T, 3 1 7T , 327T, 34 1 0 , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 L , 34 1 Y, 

343W, 373A, 373G , 373M , 3730 , 376W, 376Y, 424M , 424V, 430D , 430W, 43 1 P o 

25 432S]. La molecula de acido nucleico que codifica para una region Fc variante 

puede modificarse por ingenieria genetica (por ejemplo, a partir de una molecula 

de acido nucleico que codifica para una region Fc original o una regi6n Fc nativa) 

para que comprenda al menos una sustituciOn de aminoacido enumerada ante-

riormente mientras que el acido nucleico que codifica para la region Fc variante 

30 esta operativamente unido a un acido nucleico que codifica para una secuencia 

de anticuerpo adicional, (por ejemplo, la secuencia de acido nucleico que codifica 

para el resto de la cadena pesada de Ig), o el metodo puede comprender adernas 

posteriormente unir operativamente el acido nucleico que codifica para la region 

Fc variante tras la introducci6n de la al menos una sustitucion de aminoacido 
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enumerada anteriormente a un acid° nucleico que codifica para un anticuerpo 

adicional. El metodo puede comprender ademas la expresiOn y purificaciOn del 

anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc variante. El metodo puede 

comprender adernas la expresi6n y purificaci6n del anticuerpo monoclonal que 

5 comprende la regi6n Fc original. El metodo puede comprender ademas medir la 

afinidad de uniOn a FcRn del anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc 

variante y del anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc original median-

te cualquier metodo disponible en la tecnica o tal como se describe en el presente 

documento. El metodo puede comprender ademas seleccionar un anticuerpo mo-

10 noclonal que comprende una regi6n Fc variante con afinidad de uni6n a FcRn 

menor que la del anticuerpo monoclonal que comprende la region Fc original (es 

decir, disminuida, preferiblemente en al menos el 5%, el 10%, el 12%, el 14%, el 

16%, el 18%, el 20% o mas). La descripci6n caracteriza adernas un anticuerpo 

monoclonal (que comprende una regi6n Fc variante) producido mediante el mato-

15 do.  

En otra realizaciOn la descripci6n proporciona un metodo para disminuir la semivi-

da serica in vivo de un polipeptido, preferiblemente un polipeptido terapeutico, que 

comprende modificar por ingenieria genetica un acid° nucleico que codifica para 

una regi6n Fc variante que comprende al menos una de las siguientes sustitucio-

20 nes de aminoacidos: 235Q, 236Y, 237K, 237R, 238E, 238G, 238H, 238W, 247A, 

247D , 

247W, 

25 1 H , 

254N , 

247E , 

247Y, 

25 1 1 , 

254P , 

247F , 

248A, 

2 5 1W, 

254Q , 

247G , 

248F , 

254D , 

254R , 

247H , 

248P , 

254E , 

254T, 

247 1 , 

248Q , 

254F , 

254V, 

247L , 247M , 

248W, 249E , 

254G , 254H , 

254W, 254Y, 

247N , 

249L , 

254 1 , 

255K, 

247Q , 

249M , 

254K, 

255N , 

247R , 

249Y, 

254L, 

256F , 

247S , 

25 1 F , 

254M , 

256H , 

25 256 1 , 256K, 256M , 256R , 256W, 256Y, 264S , 265S , 265Y, S267G , 267 1 , 268D , 

268K, 270A, 270M , 279 1 , 279K, 279L , 280T , 292E , 292F , 292G , 292 1 , 292L , 3 1 1 D , 

3 1 1 E , 3 1 1 F , 3 1 1 G , 3 1 1 N , 3 1 1 R , 3 1 1 Y, 3 1 5F , 3 1 5K, 3 1 5P , 3 1 6F , 3 1 7T , 326W, 

3271, 339E , 339G , 339L, 339R , 34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 1 , 34 1 K, 34 1 L , 34 1 M , 

34 1 N , 34 1 Q , 34 1 R , 34 1 S , 34 1 1 , 34 1V, 34 1W, 34 1 Y, 343M , 343V, 343W, 373A, 

30 373D , 373G , 373K, 373L , 373M , 373N , 373Q , 373S , 373T , 373V, 373W, 376H , 

376L, 376W, 376Y, 424M , 424V, 426D , 429A , 429F , 429M , 430D , 430W, 43 1 P , 

432R , 432S , 434 1 , 439Q , 440A, 440D , 440E , 440F o 440M [preferib lemente 237R , 

247D , 247E , 247F , 247H , 247L , 247M , 247N , 247Q , 247W, 247Y, 248A, 248F , 

248P , 248Q , 248Q , 249L , 249M , 249Y, 25 1 H , 25 1 1 , 25 1W, 254D , 254E , 254F , 
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254G, 254H , 254 1 , 254K, 254M , 254N , 254P , 254R , 254T , 254V, 254W, 254Y, 

255K, 255N , 256F , 256H , 256K, 256M , 256R, 256W, 265Y, 280T , 292G , 292 1 , 

3 1 1 D , 3 1 1 E , 3 1 1 G , 3 1 1 N , 3 1 5F , 3 1 5P , 3 1 6T, 3 1 7T, 327T, 34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 

34 1 L , 34 1 Y, 343W, 373A, 373G , 373M , 373Q , 376W, 376Y, 424M , 424V, 430D , 

5 430W, 431P o 432S]. El acido nucleico que codifica para la regi6n variante Fc 

puede estar operativamente unido a un acid° nucleico que codifica para una pro-

teina terapeutica. La molecula de acid° nucleico que codifica para una region Fc 

variante puede modificarse por ingenieria genetica (por ejemplo, a partir de una 

molecula de acid° nucleico que codifica para una region Fc original o una region 

10 Fc nativa) para que comprenda al menos una sustituci6n de aminoacido enume-

rada anteriormente mientras que la molecula de acid° nucleico esta operativa-

mente unida a un acido nucleico que codifica para un polipeptido adicional, (por 

ejemplo, la secuencia de acid° nucleico que codifica para la region distinta de Fc 

de la proteina de fusion), o el metodo puede comprender adernas posteriormente 

15 unir operativamente el acid° nucleico que codifica para la region Fc variante tras 

la introducciOn de la al menos una sustituci6n de aminoacido enumerada ante-

riormente a acido nucleico que codifica para una pareja de fusion distinta de Fc. El 

metodo puede comprender ademas la expresi6n y purificaciOn del polipeptido que 

comprende la region Fc variante. El metodo puede comprender ademas la expre-

20 si6n y purificacion del polipeptido que comprende la region Fc original. El metodo 

puede comprender adernas medir la semivida serica in vivo del polipeptido que 

comprende la region Fc variante y del polipeptido que comprende la region Fc ori-

ginal mediante cualquier metodo disponible en la tecnica o tal coma se describe 

en el presente documento. El metodo puede comprender ademas seleccionar un 

25 polipeptido que comprende una regiOn Fc variante en el que el polipeptido tiene 

una semivida serica in vivo disminuida en comparacion con la del polipeptido que 

comprende la region Fc original (es decir, disminuida, preferiblemente en al me-

nos el 5%, el 10%, el 12%, el 14%, el 16%, el 18%, el 20% o mas). La invencion 

caracteriza adernas un polipeptido (es decir, un polipeptido de fusiOn) que corn-

30 prende una region Fc variante producido mediante el metodo. 

En otra realizaciOn la descripci6n proporciona un metodo para aumentar la activi-

dad de CDC de un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo mono-

clonal terapeutico, que comprende construir la region Fc del anticuerpo para que 

comprenda al menos una de las siguientes sustituciones de aminoacidos: 236Y, 
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244L , 247A, 247D , 247E , 247G , 247N , 247Q , 247R, 247S , 247W, 248F , 248P , 

248Q , 248W, 249E , 249L , 249M , 249N , 249P , 249Y, 250K, 250R , 25 1 F , 25 1 H , 

25 1 1 , 25 1W, 254A, 254F , 254K, 254L , 254M , 254R , 254Y, 255K, 256A, 256G , 

256 1 , 256L, 256M , 256P , 256Q , 256W, 256Y, 260S , 268D , 2790 , 2798 , 279W, 

5 279Y, 280K, 2801, 283F , 283G , 283H , 283 1 , 283K, 283L, 283M , 283N , 283P , 

283R , 283S , 283W, 292L , 307A, 307M , 3 1 1 F , 3 1 1 1 , 3 1 1 K , 3 1 1 L , 3 1 1 M , 3 1 1 1, 

3 1 1V, 3 1 1W, 3 1 1 Y, 3 1 2P , 3 1 4F , 3 1 4 1 , 3 1 4V, 3 1 4W, 3 1 4Y, 3 1 5F , 3 1 5K, 3 1 5L, 

3 1 5P , 3 1 5R , 3 1 6K, 3 1 7P , 3 1 7T, 3 1 8N , 3 1 81, 332A, 332D , 332E , 332F , 332G , 

332H , 332L, 332M , 332N , 332Q , 332S , 3321, 332V, 332W, 332Y, 339D , 339F , 

1 0 339G, 339H , 339 1 , 339K, 339N , 3390 , 339R , 339S , 339T, 339W, 339Y, 34 1 D , 

34 1 E , 34 1 F , 34 1 H , 34 1 1 , 34 1 K, 34 1 L , 34 1 M , 34 1 N , 34 1 P , 34 1 Q , 34 1 R , 34 1 S , 

34 1 T , 34 1V, 34 1W, 34 1 Y, 343A, 343D , 343E , 343G , 343H , 343K, 343L , 343M , 

343N , 343Q , 343R , 343S , 343T, 343W, 343Y, 373D , 373E , 373F , 373H , 373 1 , 

373K, 373L , 373M , 373N , 3730 , 373R , 373T, 373V, 373W, 375R , 376A, 376F , 

1 5 376G , 376H , 376L , 376N , 376P , 376Q , 376R, 376S , 376T, 376V, 377P , 379N , 

379Q , 379S , 379T , 380A, 380N , 380S , 380T, 382 1 , 382L , 382Q, 382V, 386K, 

426D , 426L , 429A, 429F , 429M , 430A, 430D , 430F , 430G, 430H , 430 1 , 430K, 

430L , 430M , 430N , 430P , 430R , 430S , 430T, 430V, 430W, 430Y, 43 1 H , 43 1 P , 

432R , 432S , 434W, 434Y, 438L , 438W, 440Q o 440Y [preferib lemente 236Y, 

20 248F , 248P , 2480, 248W, 249E , 249L , 249M , 249N , 249Y, 250K, 250R, 25 1 H , 

25 1 1 , 25 1W, 254A, 254F , 254K, 254L , 254M , 254R , 254Y, 255K, 256A, 256G , 

256 1 , 256L , 256M , 256P , 256Q , 256W, 260S , 280K, 283W, 307M , 3 1 1 F , 3 1 1 1 , 

3 1 1 K, 3 1 1 L , 3 1 1 M , 3 1 1 T, 3 1 1 V, 3 1 1W, 3 1 1 Y, 3 1 4 1 , 3 1 4V, 3 1 4W, 3 1 4Y, 3 1 5P , 

3 1 7P , 332D , 332L , 332M , 332S , 332W, 332Y, 339D , 339F , 339 1 , 339K, 339N , 

25 339S , 3391, 339W, 339Y, 34 1 D , 34 1 E , 34 1 F , 34 1 H , 34 1 1 , 34 1 K, 34 1 L , 34 1 M , 

34 1 N , 34 1 P , 34 1 Q , 34 1 R , 34 1 S , 34 1 1, 34 1V, 34 1W, 34 1 Y, 343D , 343E , 343G , 

343H , 343K, 343N , 343Q , 343R, 343S , 343T, 343W, 343Y, 373D , 373E , 373H , 

373 1 , 373K, 373L, 3730 , 373R , 3731, 373W, 376A, 376G , 376N , 376P , 376Q, 

376R , 376S , 376T , 376V, 377P , 379N , 379Q , 3791, 382 1 , 382L, 386K, 426D , 

30 426L , 429F , 429M , 430A, 430D , 430F , 430G , 430H , 430 1 , 430K, 430L , 430M , 

430N , 430P , 430R , 430S , 430T, 430V, 430W, 430Y, 43 1 H , 43 1 P , 432R , 434Y, 

438L o 440Y]. La molecula de acid° nucleico que codifica para una regi6n Fc va-

riante puede modificarse por ingenieria genetica (por ejemplo, a partir de una mo-

lecula de acido nucleico que codifica para una region Fc original o una regi6n Fc 
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nativa) para que comprenda al menos una sustitucion de aminoacido enumerada 

anteriormente mientras que la molecula de acid° nucleico esta operativamente 

unida a un acido nucleico que codifica para un anticuerpo adicional, (por ejemplo, 

la secuencia de acido nucleico que codifica para el resto de la cadena pesada de 

5 Ig), o el metodo puede comprender adernas posteriormente unir operativamente el 

acido nucleico que codifica para la region Fc variante tras la introduccion de la al 

menos una sustitucion de aminoacido enumerada anteriormente a un acido nu-

cleico que codifica para un anticuerpo adicional. El metodo puede comprender 

ademas la expresiOn y purificaci6n del anticuerpo monoclonal que comprende la 

10 regiOn Fc variante. El metodo puede comprender ademas la expresi6n y purifica-

ciOn del anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc original. El metodo 

puede comprender adernas medir la actividad de CDC del anticuerpo monoclonal 

que comprende la region Fc variante y del anticuerpo monoclonal que comprende 

la region Fc original mediante cualquier metodo disponible en la tecnica o tal co-

15 mo se describe en el presente documento. El metodo puede comprender ademas 

seleccionar un anticuerpo monoclonal que comprende una region Fc variante con 

actividad de CDC mayor que la del anticuerpo monoclonal que comprende la re-

gion Fc original (es decir, potenciada, preferiblemente en al menos el 5%, el 10%, 

el 12%, el 14%, el 16%, el 18%, el 20% o mas). La descripcion caracteriza ade-

20 mas un anticuerpo monoclonal que comprende una region Fc variante producido 

mediante el metodo. 

En otra realizaciOn la descripci6n proporciona un metodo para disminuir la res-

puesta de CDC de un anticuerpo monoclonal, preferiblemente un anticuerpo mo-

noclonal terapeutico, que comprende construir la region Fc del anticuerpo para 

25 que comprenda al menos una de las siguientes sustituciones de aminoacidos: 

30 

235G , 

238L, 

254D , 

257S , 

269Q , 

3 1 1 E , 

343 1 , 

385E , 

237E , 

235S , 

238V, 

254E , 

257V, 

270G , 

3 1 1 S , 

373S , 

385P , 

237K, 

236R , 237E , 237K, 237N , 237R , 238A, 238E , 238G , 238H , 

238W, 238Y, 245R, 247H , 247 1 , 247L , 247T, 247Y, 250M , 

254 1 , 254P , 254Q , 254T , 254V, 255N , 257A, 257 1 , 257M , 

262L , 264S , 265H , 265Y, 267G , 267H , 267 1 , 267K, 268K, 

270M , 270N , 27 1 T, 272H , 272L , 272N , 292A, 293S , 30 1W, 

3 1 6F , 3 1 8P , 327T, 328V, 329Y, 330K, 330R , 332K, 339E , 

378D , 380D , 382D , 382F , 382N , 382P , 382R, 382S , 382W, 

423N , 424H , 424M o 427N [preferib lemente 235G , 235S , 

237N , 237R , 238A, 238E , 238G , 238H , 238 1 , 238L, 238V, 

238 1 , 

252Y, 

257N , 

269N , 

307E , 

339M , 

382Y, 

236R , 

238W, 
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238Y, 245R , 247 1 , 247L , 247T , 250M , 257A, 257 1 , 257M , 262L , 264S , 267G , 

267H , 267 1 , 267K, 268K, 269N , 269Q , 270G , 270M , 270N , 27 1 T, 272H , 30 1W, 

3 1 1 S , 327T , 329Y, 330K, 330R , 378D , 385E , 423N o 424H] . La molecu la de acid° 

nucleico que codifica para una regi6n Fc variante puede modificarse por ingenie-

5 ria genetica (por ejemplo, a partir de una molecula de acido nucleico que codifica 

para una regi6n Fc original o una regi6n Fc nativa) para que comprenda al menos 

una sustituci6n de aminoacido enumerada anteriormente mientras que la molecu-

la de acid° nucleico esta operativamente unida a un acid° nucleico que codifica 

para un anticuerpo adicional, (por ejemplo, la secuencia de acid° nucleico que 

10 codifica para el resto de la cadena pesada de Ig), o el metodo puede comprender 

adernas posteriormente unir operativamente el acid° nucleico que codifica para la 

regi6n Fc variante tras la introducci6n de la al menos una sustituciOn de aminoa-

cido enumerada anteriormente a un acid° nucleico que codifica para un anticuer-

po adicional. El metodo puede comprender ademas la expresi6n y purificaciOn del 

15 anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc variante. El metodo puede 

comprender ademas la expresi6n y purificaciOn del anticuerpo monoclonal que 

comprende la regi6n Fc original. El metodo puede comprender ademas medir la 

actividad de CDC del anticuerpo monoclonal que comprende la region Fc variante 

y del anticuerpo monoclonal que comprende la region Fc original mediante cual-

20 quier metodo disponible en la tecnica o tal como se describe en el presente do-

cumento. El metodo puede comprender ademas seleccionar un anticuerpo mono-

clonal que comprende una regi6n Fc variante con actividad de CDC menor que la 

del anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc original (es decir, dismi-

nuida, preferiblemente en al menos el 5%, el 10%, el 12%, el 14%, el 16%, el 

25 18%, el 20% o mas). La descripcion caracteriza adernas un anticuerpo monoclo-

nal que comprende una region Fc variante producida mediante el metodo. 

En otra realizacion, la descripci6n proporciona una molecula de acid° nucleico 

aislada que comprende una molecula de acid° nucleico que codifica para una re-

gion Fc variante de la invenciOn o un fragmento funcional de la misma. Mas prefe-

30 riblemente, la molecula de acid° nucleico aislada comprende un acid° nucleico 

que codifica para un polipeptido que comprende una region Fe variante de la in-

vencion. Preferiblemente, el polipeptido de region Fe variante codificado por dicho 

acido nucleico tiene una sustituci6n de aminoacido mostrada en la tabla 1 en 

comparaci6n con la region Fc original de la variante. Preferiblemente, el polipepti-
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do es un anticuerpo monoclonal, e incluso mas preferiblemente, el anticuerpo mo-

noclonal es un anticuerpo de longitud completa o un anticuerpo de cadena send-

ha. El anticuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo monoclonal quimerico, 

humanizado o humano. 

5 En otra realizaciOn, la descripciOn proporciona un vector, preferiblemente (pero sin 

limitarse a) un plasmido, un vector de expresiOn recombinante, un vector de ex-

presiOn de levaduras o un vector de expresi6n retroviral que comprende un poli-

nucleOtido que codifica para un polipeptido que comprende un polipeptido de re-

gi6n Fc variante de la invencion. 

10 En otra realizaciOn, la descripci6n proporciona una celula huesped que compren-

de una molecula de acid° nucleico de la presente invenciOn. Preferiblemente, una 

celula huesped comprende uno o mas vectores o constructos que comprenden 

una molecula de acido nucleico de la presente invencion. La celula huesped es 

una celula en la que se ha introducido un vector de la invenciOn (por ejemplo, me-

15 diante transformaciOn, transduccion, infecciOn, transfecciOn, electroporaciOn y si-

milares), comprendiendo dicho vector un polinucleOtido que codifica para un poli-

peptido que comprende un polipeptido de regi6n Fc variante. Opcionalmente, el 

vector puede incorporarse de manera estable en el cromosoma de la celula hues-

ped. Los tipos de celula huesped incluyen celulas de marniferos, bacterianas, ve-

20 getales y de levaduras. Preferiblemente, la celula huesped es una celula CHO, 

una celula COS, una celula SP2/0, una celula NSO, una celula de levaduras o un 

derivado o progenie de cualquier tipo de celula preferido. 

En otra realizacion, la descripci6n proporciona una composici6n farmaceutica que 

comprende un polipeptido que comprende una region Fc variante, o fragmento 

25 funcional de la misma. Preferiblemente, el polipeptido es un anticuerpo monoclo-

nal, incluso mas preferiblemente, un anticuerpo monoclonal terapeutico. El anti-

cuerpo monoclonal puede ser un anticuerpo monoclonal quimerico, humanizado o 

humano. Alternativamente, el polipeptido puede ser un polipeptido distinto de un 

anticuerpo que se beneficia de una semivida serica alterada conferida al polipep-

30 tido al unirse operativamente a, y expresarse conjuntamente con, una regi6n Fc 

variante de la invenciOn. La composicion farmaceutica puede comprender ademas 

un vehiculo farmaceuticamente aceptable. En dicha composiciOn farmaceutica, el 

polipeptido que comprende la region Fc variante es el principio activo. Preferible-

mente, la composici6n farmaceutica comprende una poblaciOn homogenea o sus-
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tancialmente homogenea de anticuerpo monoclonal que comprende una region Fc 

variante de la invencion. La composiciOn farmaceutica para uso terapeutico es 

preferiblemente esteril y puede estar liofilizada. 

La descripci6n proporciona un metodo de inhibiciOn de la actividad de una protei-

5 na en un marnifero, preferiblemente un ser humano, que lo necesita que corn-

prende administrar una cantidad terapeuticamente eficaz, o cantidad profilactica-

mente eficaz, de un polipeptido (preferiblemente un anticuerpo monoclonal) que 

comprende una regi6n Fc variante de la invenciOn a dicho marnifero. Preferible-

mente, el polipeptido que comprende la regi6n Fc variante es una pareja de uni6n 

10 de la proteina que va a inhibirse. Se proporciona ademas un metodo de tratamien-

to o prevencion de una enfermedad o trastorno mejorado por la inhibiciOn de la 

transducci6n de seriales que resulta de la union de un anticuerpo monoclonal que 

comprende una regi6n Fc variante de la invenciOn a su epitopo antigenic° que 

comprende administrar a un paciente (por ejemplo, un ser humano) que necesita 

15 tal tratamiento o prevencion una cantidad terapeutica o profilacticamente eficaz de 

un anticuerpo monoclonal. 

La descripcion caracteriza un articulo de fabricacion que comprende un material 

de envasado y un polipeptido que comprende un polipeptido de regi6n Fc variante 

20 de la invenciOn contenido dentro de dicho material de envasado. La descripciOn 

caracteriza ademas composiciones que comprenden anticuerpos monoclonales y 

polipeptidos heterOlogos que comprenden una regi6n Fc variante descrita en el 

presente documento, y un vehiculo o diluyente fisiolOgica o farmaceuticamente 

aceptable. 

25 En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona un polipeptido que 

comprende: i) una regiOn de entramado humana no modificada ("FR") (por ejem-

plo, no se ha hecho ninguna alteracion en un entramado humano que se produce 

de manera natural), y ii) una regi6n Fc variante. En determinadas realizaciones, el 

entramado humano no modificado es un entramado de linea germinal humana. En 

30 otras realizaciones, la presente descripciOn proporciona composiciones que corn-

prenden un polipeptido, comprendiendo el polipeptido: i) al menos una secuencia 

de CDR aleatorizada y ii) una region Fc variante de la invencion. En realizaciones 

adicionales, la presente descripciOn proporciona composiciones que comprenden 

un polipeptido, comprendiendo el polipeptido: i) un entramado humano no modifi-
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cado (por ejemplo, entramado de linea germinal humana), ii) al menos una se-

cuencia de CDR aleatorizada y iii) una region Fc variante. 

La presente descripciOn contempla usos terapeuticos y de diagnostic° para poli-

5 peptidos heterologos de anticuerpos monoclonales que comprenden una regi6n 

Fc variante dada a conocer en el presente documento. 

DescripciOn de las fiouras 

10 La figura 1 muestra una representaci6n esquematica de una molecula de IgG con 

las diversas regiones y secciones marcadas. 

La figura 2 muestra una alineaciOn de diversas secuencias de aminoacidos de Fc 

originales, incluyendo IgG1 humana ((SEQ ID NO: 1) con alotipos a y distinto de a 

mostrados), IgG2 humana (SEQ ID NO: 2), IgG3 humana (SEQ ID NO: 3), IgG4 

15 humana (SEQ ID NO: 4), IgG1 murina (SEQ ID NO: 5), IgG2A murina (SEQ ID 

NO: 6), IgG2B murina (SEQ ID NO: 7) e IgG3 murina (SEQ ID NO: 8). 

La figura 3 muestra diversas secuencias de aminoacidos, incluyendo la region 

CH2 (SEQ ID NO: 9) y la regi6n CH3 (SEQ ID NO: 10) de IgG1 humana, asi como 

secuencias de un alotipo f (SEQ ID NO: 11) y alotipo a, z (SEQ ID NO: 12) de 

20 IgG1 humana que incluyen las regiones CHI, bisagra, CH2 y CH3. 

La figura 4 muestra diversas secuencias de aminoacidos comprendidas dentro de: 

(a) la regi6n variable de cadena ligera (LCVR) de anticuerpo anti-CD20 (I) (SEQ 

ID NO: 13); (b) la region variable de cadena pesada (HCVR) de anticuerpo anti-

CD20 (I) (SEQ ID NO: 14); (c) LCVR de anticuerpo anti-CD20 (II) (SEQ ID NO: 

25 15); y HCVR de anticuerpo anti-CD20 (II) (SEQ ID NO: 16). La figura 4e muestra 

secuencias de aminoacidos comprendidas dentro de la region variable de un anti-

cuerpo anti-CD20. (Veanse la solicitud provisional estadounidense 60/471.958, 

presentada el 20 de mayo de 2003 y la patente estadounidense 5.843.439). 

La figura 5a muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena ligera completa 

30 para el anticuerpo anti-CD20 AME 133. La figura 5b muestra la secuencia de aci-

do nucleico de la cadena ligera completa para AME 133. 

La figura 6 muestra las secuencias de acid° nucleico y aminoacidos para la cade-

na pesada completa de tres variantes preferidas del anticuerpo anti-CD20 AME 

133. Especificamente, la figura 6a muestra la secuencia de aminoacidos de la ca-
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dena pesada completa de la variante 247I/339Q. La figura 6b muestra la secuen-

cia de acido nucleico de la cadena pesada completa de la variante 247I/339Q. La 

figura 6c muestra la secuencia de aminoacidos de la cadena pesada completa de 

la variante 247I/339D. La figura 6d muestra la secuencia de acido nucleico de la 

5 cadena pesada completa de la variante 247I/339D. La figura 6e muestra la se-

cuencia de aminoacidos de la cadena pesada completa de la variante 378D. La 

figura 6f muestra la secuencia de acid° nucleico de la cadena pesada completa 

de la variante 378D. 

10 Descripci6n detallada 

A lo largo de toda la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones, la nume-

raciOn de los residuos de aminoacido en una cadena pesada de inmunoglobulina 

(region Fc) es la del indice de EU como en Kabat et al. , Sequences of Proteins of 

15 Immunological Interest, 5a ed. Public Health Service, National Institutes of Health, 

Betesda, MD (1991). El "Indice de EU como en Kabat" se refiere a la numeraciOn 

de residuos del anticuerpo de IgG humana y se refleja en el presente documento 

en la figura 2. Por ejemplo, en la posici6n 438, IgG1, IgG2, IgG3, IgG4 humanas e 

IgG3 murina tienen todas un aminoacido Q, mientras que IgG1 murina tiene un 

20 aminoacido I, IgG2a murina tiene un aminoacido T e IgG2B murina tiene un ami-

noacido K. Adernas, se nombran sustituciones en el presente documento median-

te el nOrnero de posici6n de aminoacido en el que se produce la sustituci6n segui-

do por el aminoacido que sustituye al presente en la region Fc original en la mis-

ma posici6n (por ejemplo, 249G indica un residuo de glicina que sustituye al pre-

25 sente en la posicion 249 de la region Fc original). El ntImero se refiere a la posi-

cion en IgG1 humana independientemente de si la region Fc original es o no IgG1 

humana; si la region Fc original no es IgG1 humana, el numero se refiere a la po-

siciOn homOloga en la region Fc original si estuviese alineada con IgG1 humana 

en esa posici6n. 

30 Tal como se usan en el presente documento, los terminos "sujeto" y "paciente" se 

refieren a cualquier animal en el que puede usarse terapeuticamente un polipepti-

do que comprende una region Fc variante de la invenciOn incluyendo un ser 

humano asi como otros mamfferos (tales como por ejemplo animales domesticos 

(por ejemplo, caninos, felinos), animales para deportes (por ejemplo, equinos) y 
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animales como fuente de alimentos (por ejemplo, bovinos, porcinos y ovinos)) que 

pueden beneficiarse de tal terapia. 

Tal como se usa en el presente documento, "tratamiento o prevencion" se refiere 

a una enfermedad o trastorno asociado con niveles anOmalos de una proteina o 

5 que se ve beneficiado por la alteraciOn de una actividad o un nivel de una protei-

na. 

El termino "aislado" cuando se usa en relaciOn con un acid° nucleico es un acid° 

nucleico que se identifica y se separa de al menos un acid° nucleico contaminan-

te con el que este habitualmente asociado en su fuente natural. Un acid° nucleico 

10 aislado este en una forma o entorno diferente del que se encuentra en la natura-

leza. Por tanto, se distinguen moleculas de acid° nucleico aislado de la molecula 

de acid° nucleico tal como existe en celulas naturales. Una molecula de acid° nu-

cleico aislado incluye una molecula de acid° nucleico contenida en celulas que 

expresan habitualmente el polipeptido codificado en las mismas en las que, por 

15 ejemplo, la molecula de acid° nucleico este en un plasmido o una ubicaciOn cro-

mosomica diferente de la de celulas naturales. El acid° nucleico aislado puede es-

tar presente en forma monocatenaria o bicatenaria. Cuando va a utilizarse una 

molecula de acid° nucleico aislado para expresar una proteina, el oligonucleOtido 

o polinucleotido contendra como minim° la hebra sentido o codificante, pero pue-

20 de contener las hebras tanto sentido como antisentido (es decir, puede ser bica-

tenaria). 

Una molecula de acid° nucleic° este "operativamente unida" u "operativamente 

acoplada" cuando este colocada en una relaciOn funcional con otra molecula de 

acid° nucleico. Por ejemplo, un promotor o potenciador este operativamente unido 

25 a una secuencia codificante de acid° nucleico si afecta a la transcripcion de la se-

cuencia; o un sitio de union a ribosomas este operativamente unido a una se-

cuencia codificante de acid° nucleico Si este situado de modo que facilita la tra-

ducci6n. Una molecula de acid° nucleico que codifica para una regi6n Fc variante 

este operativamente unida a una molecula de acid° nucleico que codifica para 

30 una proteina heterOloga (es decir, una proteina o fragmento funcional de la misma 

que, tal como existe en la naturaleza, no comprende una region Fc) si este situa-

da de manera que la proteina de fusi6n expresada comprende la proteina heter6- 

loga o fragmento funcional de la misma unida o bien en sentido de 5' o bien en el 

sentido de 3' con respecto at polipeptido de regi6n Fc variante; la proteina heter6- 
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loga puede estar inmediatamente adyacente al polipeptido de region Fc variante o 

puede estar separado de la misma por una secuencia de ligador de cualquier Ion-

gitud y composici6n. Asimismo, una molecula de polipeptido (usado de manera 

sin6nima en el presente documento con "proteina) esta "operativamente" u "ape-

5 rativamente acoplada" cuando esta colocada en una relaciOn funcional con otro 

polipeptido. 

Tal como se usa en el presente documento, el termino "fragmento funcional" en 

referencia a un polipeptido o una proteina (par ejemplo, una regi6n Fc variante, o 

un anticuerpo monoclonal) se refiere a fragmentos de esa proteina que conservan 

10 al menos una funciOn del polipeptido de longitud completa. Los fragmentos pue-

den oscilar en tamatio entre seis aminoacidos y la secuencia de aminoacidos en-

tera del polipeptido de longitud completa menos un aminoacido. Un fragmento 

funcional de un polipeptido de region Fc variante de la presente invenciOn conser-

va al menos una "sustituciOn de aminoacido" tal coma se define en el presente 

15 documento. Un fragmento funcional de un polipeptido de region Fc variante con-

serva al menos una funciOn que se sabe en la tecnica que esta asociada con la 

regi6n Fc (por ejemplo, ADCC, CDC, uniOn a receptor de Fc, uniOn a C1 q, regula-

ciOn por disminuciOn de receptores de la superficie celular o puede, par ejemplo, 

aumentar la semivida in vivo o in vitro de un polipeptido al que esta operativamen-

20 te unido). 

El termino "purificado" o "purificar" se refiere a la eliminaciOn sustancial de al me-

nos un contaminante de una muestra. Par ejemplo, un anticuerpo especifico de 

antigen° puede purificarse mediante la eliminacion completa o sustancial (al me-

nos el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95% o mas, preferiblemente al 

25 menos el 96%, el 97%, el 98% o el 99%) de al menos una proteina distinta de in-

munoglobulina contaminante; tambien puede purificarse mediante la eliminaciOn 

de proteina de inmunoglobulina que no se une al mismo antigen°. La eliminacion 

de proteinas distintas de inmunoglobulina y/o la eliminaciOn de inmunoglobulinas 

que no se unen a un antigen° particular da coma resultado un aumento en el par-

30 centaje de inmunoglobulinas especificas de antigen° en la muestra. En otro 

ejemplo, un polipeptido (par ejemplo, una inmunoglobulina) expresado en celulas 

huesped bacterianas se purifica mediante la eliminaciOn completa o sustancial de 

proteinas de celulas huesped; el porcentaje del polipeptido aumenta de ese modo 

en la muestra. 
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El termino "nativo" cuando se refiere a un polipeptido (por ejemplo, region Fc) se 

usa en el presente documento para indicar que el polipeptido tiene una secuencia 

de aminoacidos que consiste en la secuencia de aminoacidos del polipeptido tal 

como se produce comunmente en la naturaleza o un polimorfismo del mismo que 

5 se produce de manera natural. Puede producirse un polipeptido nativo (por ejem-

plo, regi6n Fc nativa) por medios recombinantes o puede aislarse de una fuente 

que se produce de manera natural. 

El termino "vector de expresiOn" tal como se usa en el presente documento se re-

fiere a una molecula de ADN recombinante que contiene una secuencia codifican-

10 te deseada y secuencias de acid° nucleico apropiadas necesarias para la expre-

si6n de la secuencia codificante operativamente unida en un organismo huesped 

particular. 

Tal como se usa en el presente documento, el termino "celula huesped" se refiere 

a cualquier celula eucariota o procariota (por ejemplo, celulas bacterianas tales 

15 como E. coli, celulas CHO, celulas de levaduras, celulas de mamifero, celulas de 

ayes, celulas de anfibios, celulas vegetales, celulas de peces y celulas de insec-

tos), ya ester' ubicadas in vitro o in situ, o in vivo . Por ejemplo, las celulas hues-

ped pueden estar ubicadas en un animal transgenico. 

Tal como se usa en el presente documento, un "polipeptido original" es un poli-

20 peptido que comprende una secuencia de aminoacidos que puede cambiarse o 

alterarse (por ejemplo, una sustitucion de aminoacido) para producir una variante 

(es decir, polipeptido variante). En realizaciones preferidas, el polipeptido original 

comprende al menos una parte de una region Fc nativa o no nativa, es decir, una 

regiOn Fc que se produce de manera natural o una regi6n Fc con al menos una 

25 modificacion en la secuencia de aminoacidos. En algunas realizaciones, se con-

templan especificamente variantes que son mas cortas o mas largas que el poli-

peptido original. En realizaciones particularmente preferidas, el polipeptido original 

difiere en funcion (por ejemplo, fund& efectora potenciada o disminuida, uniOn a 

receptor, semivida in vivo o in vitro , etc.) en comparaci6n con la variante. 

30 Tal como se usa en el presente documento, el termino "variante de un polipeptido 

original" se refiere a un polipeptido que comprende una secuencia de aminoacidos 

que difiere de la del polipeptido original en al menos una sustituciOn de aminoaci-

do. En determinadas realizaciones, la variante comprende al menos el 40%, el 

45%, el 50%, el 55%, el 60%, el 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el 85% o el 90% o 
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lo mas preferiblemente al menos el 95%, el 97% o el 99% de una region Fc (es 

decir, una "parte" de la region Fc). En realizaciones preferidas, una region Fc va-

riante de un polipeptido original comprende al menos una sustitucion de aminoa-

cido con respecto al polipeptido original, siendo la sustituciOn en la regi6n Fc. El 

5 polipeptido original puede ser o no un polipeptido nativo. 

Tal como se usa en el presente documento, el termino "region Fc" se refiere a una 

region C-terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina (por ejemplo, tal 

como se muestra en la figura 1). La "regiOn Fc" puede ser una regi6n Fc de se-

cuencia nativa o una region Fc variante. Aunque los Mites generalmente acepta-

10 dos de la region Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina pueden variar, la 

regi6n Fc de cadena pesada de IgG humana se define habitualmente en un tramo 

de desde un residuo de aminoacido en la posiciOn Cys226, o desde Pro230, hasta 

el extremo carboxilo terminal de la misma. En algunas realizaciones, las variantes 

comprenden solo porciones de la region Fc y pueden incluir o no el extern° car-

15 boxilo terminal. La region Fc de una inmunoglobulina comprende generalmente 

dos dominios constantes, CH2 y CH3, tal como se muestra, por ejemplo, en la fi-

gura 1. En algunas realizaciones, se contemplan variantes que tienen uno o mas 

de los dominios constantes. En otras realizaciones, se contemplan variantes sin 

tales dominios constantes (o sOlo con partes de tales dominios constantes). 

20 El "dominio CH2" de una region Fc de IgG humana (tambien denominado dominio 

"Cy2") se extiende habitualmente desde aproximadamente el aminoacido 231 has-

ta aproximadamente el aminoacido 340 (vease la figura 2). El dominio CH2 es 

Calico porque no esta estrechamente apareado con otro dominio. Se interponen 

dos cadenas de hidrato de carbono ramificadas unidas a N entre los dominios 

25 CH2 de una molecula de IgG nativa intacta. 

El "dominio CH3" de una region Fc de IgG humana (tambien denominado dominio 

"Cy3") es generalmente el tramo de residuos C-terminales con respecto a un do-

minio CH2 en una regi6n Fc que se extiende desde aproximadamente el residuo 

de aminoacido 341 hasta aproximadamente el residuo de aminoacido 447 (vease 

30 la figura 2). 

Una "regiOn Fc funcional" presenta una "funcion efectora" de una region Fc de se-

cuencia nativa. Al menos una funci6n efectora de un polipeptido que comprende 

una regi6n Fc variante de la presente invenciOn puede potenciarse o disminuirse 

con respecto a un polipeptido que comprende una region Fc nativa o la region Fc 
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original de la variante. Los ejemplos de funciones efectoras incluyen, pero no se 

limitan a: uniOn a C1q; citotoxicidad dependiente del complemento (CDC); uniOn a 

receptor de Fc; citotoxicidad mediada por celulas dependiente de anticuerpos 

(ADCC); fagocitosis; regulacion por disminuciOn de receptores de la superficie ce-

5 lular (por ejemplo, receptor de celulas B; BCR), etc. Tales funciones efectoras 

pueden requerir que la regi6n Fc este operativamente unida a un dominio de 

uni6n (por ejemplo, un dominio variable de anticuerpo) y pueden evaluarse usan-

do diversos ensayos (por ejemplo, ensayo de union a Fc, ensayos de ADCC, en-

sayos de CDC, agotamiento de celulas diana a partir de muestras de sangre 

10 completa o fraccionada, etc.). 

Una "region Fc de secuencia nativa" o "regiOn Fc de tipo natural" se refiere a una 

secuencia de aminoacidos que es identica a la secuencia de aminoacidos de una 

region Fc cornimmente encontrada en la naturaleza. Se muestran regiones Fc 

humanas de secuencia nativa a modo de ejemplo en la figura 2 e incluyen una re-

15 gi6n Fc de IgG 1 humana de secuencia nativa (alotipos f y a,z, es decir, alotipos A 

y distintos de A); una regi6n Fc de lgG2 humana de secuencia nativa; una regi6n 

Fc de IgG3 humana de secuencia nativa; y una region Fc de IgG4 humana de se-

cuencia nativa asi como variantes de las mismas que se producen de manera na-

tural. Tambien se muestran en la figura 2 regiones Fc murinas de secuencia nati-

20 va. 

Una "region Fc variante" comprende una secuencia de aminoacidos que difiere de 

la de una regi6n Fc de secuencia nativa (o fragmento de la misma) en virtud de al 

menos una "sustituciOn de aminoacido" tal como se define en el presente docu-

mento. En realizaciones preferidas, la region Fc variante tiene al menos una susti-

25 tuciOn de aminoacido en comparaciOn con una region Fc de secuencia nativa o en 

la regi6n Fc de un polipeptido original, preferiblemente 1, 2, 3, 4 0 5 sustituciones 

de aminoacidos en una region Fc de secuencia nativa o en la regi6n Fc del poli-

peptido original. En una realizacion alternativa, puede generarse una region Fc 

variante segim los metodos en el presente documento dados a conocer y esta re-

30 gion Fc variante puede fusionarse con un polipeptido heterOlogo de eleccion, tal 

como un dominio variable de anticuerpo o un polipeptido distinto de anticuerpo, 

por ejemplo, un dominio de uniOn de un receptor o ligando. 
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Tal como se usa en el presente documento, el termino "derivado" en el contexto 

de polipeptidos se refiere a un polipeptido que comprende una secuencia de ami-

noacidos que se ha alterado mediante la introducci6n de una sustituci6n de resi-

duo de aminoacido. El termino "derivado" tal como se usa en el presente docu-

5 mento tambien se refiere a un polipeptido que se ha modificado mediante la uni6n 

covalente de cualquier tipo de molecula al polipeptido. Por ejemplo, pero no a 

modo de limitacion, un anticuerpo puede modificarse, por ejemplo, mediante gli-

cosilacion, acetilaciOn, pegilacion, fosforilaciOn, amidaciOn, derivatizaciOn median-

te grupos bloqueantes/protectores conocidos, escisi6n proteolitica, uni6n a ligan-

10 do celular u otra proteina, etc. Puede producirse un polipeptido derivado mediante 

modificaciones quimicas usando tecnicas conocidas por los expertos en la tecni-

ca, incluyendo, pero sin limitarse a escisiOn quimica especifica, acetilaciOn, formi-

laciOn, sintesis metabOlica de tunicamicina, etc. Ademas, un polipeptido derivado 

presenta una funcion similar o identica al polipeptido del que se derive,. Se entien-

15 de que un polipeptido que comprende una region Fc variante de la presente in-

vencion puede ser un derivado tal como se define en el presente documento, pre-

feriblemente la derivatizaciOn se produce dentro de la region Fc. 

"Sustancialmente de origen humano" tal como se usa en el presente documento 

en referencia a un polipeptido (por ejemplo, una regi6n Fc o un anticuerpo mono-

20 clonal), indica que el polipeptido tiene una secuencia de aminoacidos al menos el 

80%, al menos el 85%, mas preferiblemente al menos el 90%, el 91%, el 92%, el 

93%, el 94% o incluso mas preferiblemente al menos el 95%, el 95%, el 97%, el 

98% o el 99% homOloga a la de un polipeptido de amino humano nativo. 

Los terminos "receptor de Fc" o "FcR" se usan para describir un receptor que se 

25 une a una region Fc (por ejemplo, la region Fc de un anticuerpo). El FcR preferido 

es un FcR de secuencia nativa. Adernas, un FcR preferido es uno que se une a 

un anticuerpo de IgG (un receptor gamma) e incluye receptores de las subclases 

FcyRI, FcyRII, FcyRIII, incluyendo variantes alelicas y formas cortadas y empal-

madas de manera alternativa de estos receptores. Los receptores FcyRII incluyen 

30 FcyRIIA (un "receptor activante") y FcyRIIB (un "receptor inhibidor"), que tienen 

secuencias de aminoacidos similares que difieren principalmente en los dominios 

citoplasmaticos de los mismos. Se revisan FcR en Ravetch y Kinet, Annu. Rev. 

Immunol. 9:457-92 (1991); Capel, et al. , Immunomethods 4:25-34 (1994); y de 
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Haas et a! , J. Lab. Clin. Med. 126:330-41 (1995). Otro FcR preferido incluye el re-

ceptor neonatal, FcRn, que es responsable de la transferencia de IgG maternas al 

feto (Guyer et al. , J. Immunol. 117:587 (1976) y Kim et al. , J. Immunol. 24:249 

(1994)). Otros FcR, incluyendo los que van a identificarse en el futuro, se abarcan 

5 por el termino "FcR" en el presente documento. 

La frase "citotoxicidad mediada por celulas dependiente de anticuerpos" y "ADCC" 

se refieren a una reacci6n mediada por celulas en la que celulas citotOxicas no 

especificas (por ejemplo, no especificas) que expresan FcR (por ejemplo, celulas 

citoliticas naturales ("Natural Killer'' , "NK"), neutrofilos y macrofagos) reconocen 

10 anticuerpo unido sobre una celula diana y posteriormente provocan la lisis de las 

celulas diana. Las celulas primarias para mediar en la ADCC, las celulas NK, ex-

presan FcyRIII sOlo, mientras que los monocitos expresan FcyRI, FcyRII y FcyRIII. 

Tal como se usa en el presente documento, la frase "celulas efectoras" se refiere 

a leucocitos (preferiblemente humanos) que expresan uno o mas FcR y realizan 

15 funciones efectoras. Preferiblemente, las celulas expresan al menos FcyRIII y rea-

lizan una funciOn efectora de ADCC. Los ejemplos de leucocitos que median en la 

ADCC incluyen PBMC, celulas NK, monocitos, celulas T citotoxicas y neutrOfilos. 

Las celulas efectoras pueden aislarse de una fuente nativa (por ejemplo, de san-

gre o PBMC). 

20 Un polipeptido variante con afinidad de uni6n a FcRn "alterada" es uno que tiene 

afinidad de union a FcRn o bien potenciada (es decir, aumentada, mayor o supe-

rior) o bien disminuida (es decir, reducida, disminuida o menor) en comparaciOn 

con el polipeptido original variante o con un polipeptido que comprende una regi6n 

Fc nativa cuando se mide a pH 6,0. Un polipeptido variante que presenta uniOn 

25 aumentada o afinidad de uniOn aumentada a un FcRn se une a FcRn con mayor 

afinidad que el polipeptido original. Un polipeptido variante que presenta union 

disminuida o afinidad de uni6n disminuida a un FcRn se une a FcRn con afinidad 

inferior que su polipeptido original. Tales variantes que presentan union disminui-

da a un FcRn pueden presentar poca o ninguna uniOn apreciable a un FcRn, por 

30 ejemplo, el 0-20% de union al FcRn en comparaci6n con un polipeptido original. 

Un polipeptido variante que se une a un FcRn con "afinidad potenciada" en corn-

paracion con su polipeptido original es uno que se une a FcRn con afinidad de 

uniOn superior que el polipeptido original, cuando las cantidades de polipeptido 

variante y polipeptido original en un ensayo de union son esencialmente la mis-
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mas, y todas las otras condiciones son identicas. Por ejemplo, un polipeptido va-

riante con afinidad de union a FcRn potenciada puede presentar un aumento de 

desde aproximadamente 1,10 veces hasta aproximadamente 100 veces (mas 

normalmente desde aproximadamente 1,2 veces hasta aproximadamente 50 ve-

5 ces) en la afinidad de uniOn a FcRn en comparaci6n con el polipeptido original, en 

el que la afinidad de union a FcRn se determina, por ejemplo, en un ensayo ELI-

SA u otro metodo disponible para un expert() habitual en la tecnica. 

Tal como se usa en el presente documento, una "sustitucion aminoacido" se refie-

re al reemplazo de al menos un residuo de aminoacido existente en una secuen-

10 cia de aminoacidos dada por otro residuo de aminoacido de "reemplazo" diferente. 

El residuo o residuos de reemplazo pueden ser "residuos de aminoacido que se 

producen de manera natural" (es decir, codificados por el c6digo genetico) y se-

leccionados de: alanina (Ala); arginina (Arg); asparagina (Asn); acid° aspartico 

(Asp); cisteina (Cys); glutamina (Gin); acid° glutarnico (Glu); glicina (Gly); histidina 

15 (His); isoleucina (Ile): leucina (Leu); lisina (Lys); metionina (Met); fenilalanina 

(Phe); prolina (Pro); serina (Ser); treonina (Thr); tript6fano (Trp); tirosina (Tyr); y 

valina (Val). La sustituciOn por uno o mas residuos de aminoacido que no se pro-

ducen de manera natural tambien se abarca por la definici6n de una sustituci6n 

de aminoacido en el presente documento. Un "residuo de aminoacido que no se 

20 produce de manera natural" se refiere a un residuo, distinto de los residuos de 

aminoacido que se producen de manera natural enumerados anteriormente, que 

puede unirse covalentemente a residuo(s) de aminoacido adyacente(s) en una 

cadena de polipeptido. Los ejemplos de residuos de aminoacido que no se produ-

cen de manera natural incluyen norleucina, ornitina, norvalina, homoserina y otros 

25 analogos de residuos de aminoacido tales como los descritos en Ellman et al. 

Met. Enzym. 202: 301-336 (1991). 

El termino "setial de ensayo" se refiere a la salida de cualquier metodo de detec-

ciOn de interacciones proteina-proteina, incluyendo pero sin limitarse a, medicio-

nes de absorbancia a partir de ensayos colorimetricos, intensidad fluorescente o 

30 desintegraciones por minuto. Los formatos de ensayo podrian incluir ELISA, 

FACS u otros metodos. Un cambio en la "serial de ensayo" puede reflejar un 

cambio en la viabilidad celular y/o un cambio en la velocidad de disociaciOn cineti-

ca, la velocidad de asociaciOn cinetica o ambas. Una "serial de ensayo superior" 

se refiere a que el niimero de salida medido es mas grande que otro nOrnero (por 
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ejemplo, una variante puede tener un nOrnero medido superior (mas grande) en 

un ensayo ELISA en comparaciOn con el polipeptido original). Una serial de ensa-

yo "inferior" se refiere a que el niimero de salida medido es mas pequelio que otro 

numero (por ejemplo, una variante puede tener un niimero medido inferior (mas 

5 pequerio) en un ensayo ELISA en comparaci6n con el polipeptido original). 

El termino "afinidad de uniOn" se refiere a la constante de disociaciOn en equilibrio 

(expresada en unidades de concentraci6n) asociada con cada interaccion de 

uniOn Fc-receptor de Fc. La afinidad de uni6n esta directamente relacionada con 

la raz6n de la velocidad de disociaci6n cinetica (notificada generalmente en uni-

10 dades de inversa del tiempo, por ejemplo, segundos-1) dividida entre la velocidad 

de asociacion cinetica (notificada generalmente en unidades de concentraciOn por 

unidad de tiempo, por ejemplo, molar/segundo). En general, no es posible esta-

blecer de manera inequivoca silos cambios en las constantes de disociaci6n en 

equilibrio se deben a diferencias en las velocidades de asociaci6n, las velocida-

15 des de disociaci6n o ambas a menos que cada uno de estos parametros se de-

termine experimentalmente (por ejemplo, mediante mediciones de BIACORE o 

SAP IDYN E). 

Tal como se usa en el presente document°, el termino "regiOn bisagra" se refiere 

al tramo de aminoacidos en IgG1 humana que se extiende desde G1u216 hasta 

20 Pro230 de IgG1 humana. Pueden alinearse regiones bisagra de otos isotipos de 

IgG con la secuencia de IgG1 colocando los residuos de cisteina primero y Ultimo 

que forman los enlaces S-S entre cadenas pesadas en las mismas posiciones. 

"C1q" es un polipeptido que incluye un sitio de uniOn para la regi6n Fc de una in-

munoglobulina. C1q junto con dos serina proteasas, C1r y Cis, forma el complejo 

25 Ci , el primer componente de la ruta de CDC. 

Tal como se usa en el presente documento, el termino "anticuerpo" se usa de ma-

nera intercambiable con "inmunoglobulina" o "Ig", se usa en el sentido mas amplio 

y cubre especificamente anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos mo-

noclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multies-

30 pecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo 

siempre que presenten la actividad funcional o actividad biolOgica deseada. Anti-

cuerpos de cadena sencilla, y anticuerpos quimericos, humanos, humanizados o 

primatizados (injertados con CDR), asi como anticuerpos de cadena sencilla qui-

mericos o injertados con CDR, y similares, que comprenden partes derivadas de 

���� ���������������	�
�������


��



 

diferentes especies, tambien se abarcan por la presente invencion y el termino 

"anticuerpo". Las diversas partes de estos anticuerpos pueden unirse entre si 

quimicamente mediante tecnicas convencionales, de manera sintetica o pueden 

prepararse como una proteina contigua usando tecnicas de ingenieria genetica. 

5 Por ejemplo, pueden expresarse acidos nucleicos que codifican para una cadena 

quimerica o humanizada para producir una proteina contigua. \Manse, por ejem-

plo, la patente estadounidense n.° 4.816.567; la patente europea n.° 0.125.023 

BI; la patente estadounidense n.° 4.816.397; la patente europea n.° 0.120.694 Bl; 

el documento WO 86/01533; la patente europea n.° 0.194.276 BI; la patente es-

10 tadounidense n.° 5.225.539; la patente europea n.° 0.239.400 B1 y las patentes 

estadounidenses n.OS 5.585.089 y 5.698.762. Veanse tambien Newman, R. et al. 

BioTechnology, 10:1455-1460, 1993, con respecto a anticuerpo primatizado, y 

Ladner et al. , patente estadounidense n.° 4.946.778 y Bird, R.E. et al. , Science, 

242:423-426, 1988, con respecto a anticuerpos de cadena sencilla. Se entiende 

15 que todas las formas de los anticuerpos que comprenden una regi6n Fc (o parte 

de la misma) se abarcan en el presente documento dentro del termino "anticuer-

po". Adernas, el anticuerpo puede marcarse con un marcador detectable, inmovili-

zarse sobre una fase sOlida y/o conjugarse con un compuesto heterOlogo (por 

ejemplo, una enzima o toxina) segun metodos conocidos en la tecnica. 

20 Tal como se usa en el presente documento, el termino "fragmentos de anticuerpo" 

se refiere a una parte de un anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de 

anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos lineales; moleculas de anti-

cuerpo de cadena sencilla; peptidos de Fc o Fc', Fab y fragmentos de Fab, y anti-

cuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpo. Los 

25 fragmentos de anticuerpo conservan preferiblemente al menos parte de la bisagra 

y opcionalmente la region CHI de una cadena pesada de IgG. En otras realiza-

ciones preferidas, los fragmentos de anticuerpo comprenden al menos una parte 

de la regi6n CH2 o toda la regi6n CH2. 

Tal como se usa en el presente documento, el termino "fragmento funcional", 

30 cuando se usa en referencia a un anticuerpo monoclonal, pretende referirse a una 

parte del anticuerpo monoclonal que todavia conserva una actividad funcional. 

Una actividad funcional puede ser, por ejemplo, especificidad o actividad de uniOn 

a antigen°, especificidad o actividad de union a receptor, actividad de funcion 

efectora y similares. Los fragmentos funcionales de anticuerpos monoclonales in-
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cluyen, por ejemplo, cadenas pesadas o ligeras individuales y fragmentos de las 

mismas, tales como VL, VH y Ed; fragmentos monovalentes, tales como Fv, Fab, 

y Fab'; fragmentos bivalentes tales como F(ab')2; Fv de cadena sencilla (scFv); y 

fragmentos de Fc. Tales terminos se describen en, por ejemplo, Harlowe y Lane, 

5 Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nueva York 

(1989); Molec. Biology and Biotechnology: A Comprehensive Desk Reference 

(Myers, R.A. (ed.), Nueva York: VCH Publisher, Inc.); Huston et al. , Cell 

Biophysics, 22:189-224 (1993); Pluckthun y Skerra, Met. Enzymol., 178:497-515 

(1989) y en Day, E.D., Advanced lmmunochemistry, segunda ed., Wiley-Liss, Inc., 

10 Nueva York, NY (1990). El termino fragmento funcional pretende incluir, por ejem-

plo, fragmentos producidos mediante digesti6n con proteasas o reducciOn de un 

anticuerpo monoclonal y mediante metodos de ADN recombinante conocidos por 

los expertos en la tecnica. 

Tal como se usa en el presente documento, el termino "fragmento" se refiere a un 

15 polipeptido que comprende una secuencia de aminoacidos de al menos 5, 15, 20, 

25, 40, 50, 70, 90, 100 o mas residuos de aminoacido contiguos de la secuencia 

de aminoacidos de otro polipeptido. En una realizacion preferida, un fragmento de 

un polipeptido conserva al menos una funciOn del polipeptido de longitud comple-

ta. 

20 Tal como se usa en el presente documento, el termino "anticuerpo quimerico" in-

cluye inmunoglobulinas monovalentes, divalentes o polivalentes. Un anticuerpo 

quimerico monovalente es un dimero formado por una cadena pesada quimerica 

asociada a traves de puentes disulfuro con una cadena ligera quimerica. Un anti-

cuerpo quimerico divalente es un tetramero formado por dos dimeros de cadena 

25 pesada-cadena ligera asociados a traves de al menos un puente disulfuro. Una 

cadena pesada quimerica de un anticuerpo para su uso en seres humanos corn-

prende una regi6n de union a antigen° derivada de la cadena pesada de un anti-

cuerpo no humano, que se une a al menos una parte de una region constante de 

cadena pesada humana, tal como CHI o CH2. Una cadena ligera quimerica de un 

30 anticuerpo para su uso en seres humanos comprende una region de union a anti-

gen° derivada de la cadena ligera de un anticuerpo no humano, unida a al menos 

una parte de una regi6n constante de cadena ligera humana (CL). Tambien pue-

den prepararse anticuerpos, fragmentos o derivados que tienen cadenas ligeras y 

cadenas pesadas quimericas de la misma especificidad de union de regi6n varia-
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ble o diferente mediante la asociaci6n apropiada de las cadenas polipeptidicas in-

dividuales, segun etapas de metodo conocidas. Con este enfoque, se cultivan por 

separado huespedes que expresan cadenas pesadas quimericas de huespedes 

que expresan cadenas ligeras quimericas, y se recuperan por separado las cade-

5 nas de inmunoglobulina y entonces se asocian. Alternativamente, los huespedes 

pueden cultivarse conjuntamente y se deja que las cadenas se asocien esponta-

neamente en el medio de cultivo, seguido por la recuperaciOn del fragmento o in-

munoglobulina ensamblada o tanto las cadenas tanto pesadas como ligeras pue-

den expresarse en la misma celula huesped. Se conocen en la tecnica metodos 

10 para producir anticuerpos quimericos (veanse, por ejemplo, las patentes estadou-

nidenses n.°s: 6.284.471; 5.807.715; 4.816.567; y 4.816.397). 

Tal como se usa en el presente documento, formas "humanizadas" de anticuerpos 

no humanos (por ejemplo, murinos) (es decir, anticuerpos humanizados) son anti-

cuerpos que contienen una secuencia minima, o ninguna secuencia, derivada de 

15 inmunoglobulina no humana. En su mayor parte, los anticuerpos humanizados 

son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en las que se reemplazan 

residuos de una region hipervariable del receptor por residuos de una regi6n hi-

pervariable de una especie no humana (anticuerpo donador) tal como ratOn, rata, 

conejo o primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad de-

20 seadas. En algunos casos, se reemplazan residuos de la regi6n de entramado 

(FR) de la inmunoglobulina humana por residuos no humanos correspondientes. 

Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se 

encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donador. Estas modifica-

ciones se hacen generalmente para refinar adicionalmente el rendimiento del anti-

25 cuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todo 

de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en los que todos o sus-

tancialmente todos los bucles hipervariables (CDR) corresponden a los de una 

inmunoglobulina no humana y todos o sustancialmente todos los residuos de FR 

son los de una secuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado 

30 tambien puede comprender al menos una parte de una regi6n constante de inmu-

noglobulina (Fc), normalmente la de una inmunoglobulina humana. Se describe 

un metodo a modo de ejemplo para generar anticuerpos humanizados en la pa-

tente estadounidense 5.225.539. 
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Tal como se usa en el presente documento, el termino "inmunoadhesina" designa 

moleculas similares a anticuerpos que combinan el dominio de uniOn de una pro-

teina "adhesina" heterOloga (por ejemplo, un receptor, un ligando o una enzima) 

con un dominio constante de inmunoglobulina. Estructuralmente, las inmunoad-

5 hesinas comprenden una fusi6n de la secuencia de aminoacidos de la adhesina 

con la especificidad de uni6n deseada que es distinta del sitio de uni6n a y reco-

nocimiento de antigen° (sitio de combinaci6n de antigeno) de un anticuerpo (es 

decir, es "heterOloga") con una secuencia de dominio constante de inmunoglobuli-

na. 

10 Tal como se usa el presente documento, el termini:, "dominio de uni6n a ligando" 

se refiere a cualquier receptor nativo o cualquier regi6n o derivado de la misma 

que conserva al menos una capacidad de uni6n a ligando cualitativa de un recep-

tor nativo correspondiente. En determinadas realizaciones, el receptor es de un 

polipeptido de la superficie celular que tiene un dominio extracelular que es horn6- 

15 logo a un miembro de la superfamilia genica de inmunoglobulinas. Otros recepto-

res, que no son miembros de la superfamilia genica de inmunoglobulinas pero que 

no obstante se cubren especificamente por esta definici6n son receptores para ci-

tocinas, y en particular receptores con actividad tirosina cinasa (tirosina cinasas 

receptoras), miembros de las superfamilias de hematopoyetina y receptor de fac-

20 tor de crecimiento nervioso y moleculas de adhesiOn celular (por ejemplo, E-, L- y 

P-selectinas). 

Tal como se usa en el presente documento, el termino "dominio de union a recep-

tor" se refiere a cualquier ligando nativo para un receptor, incluyendo, por ejemplo, 

moleculas de adhesiOn celular, o cualquier region o derivado de tal ligando nativo 

25 que conserva al menos una capacidad de union a receptor cualitativa de un ligan-

do nativo correspondiente. 

Tal como se usa en el presente documento, el termino "quimera de anticuerpo-

inmunoadhesina" comprende una molecula que combina al menos un dominio de 

union de un anticuerpo con al menos una inmunoadhesina. Los ejemplos inclu-

30 yen, pero no se limitan a, las quimeras de CD4-IgG biespecificas descritas en 

Berg etal. , PNAS (USA) 88:4723-4727 (1991) y Charnow etal. , J. Immunol., 153: 

4268 (1994). 
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Tal como se usa en el presente documento, un polipeptido "aislado" es uno que 

se ha identificado y separado y/o recuperado de un componente de su entorno 

natural. Componentes contaminantes de su entorno natural son materiales que in-

terferirian con usos terapeuticos o de diagn6stico para el polipeptido, y pueden in-

5 cluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinicos o no proteinicos. En determi-

nadas realizaciones, el polipeptido aislado se purifica (1) hasta mas del 95% en 

peso de polipeptidos tal como se determina mediante el metodo de Lowry, y pre-

feriblemente, mas del 99% en peso, (2) hasta un grado suficiente para obtener al 

menos 15 residuos de secuencia de aminoacidos N-terminal o interna mediante el 

10 uso de un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta la homogeneidad mediante 

SDS-page en condiciones reductoras o no reductoras usando azul de Coomassie 

o tinci6n de plata. El polipeptido aislado incluye el polipeptido in situ dentro de ce-

lulas recombinantes puesto que at menos un componente del entorno natural del 

polipeptido no estara presente. Sin embargo, habitualmente, el polipeptido aislado 

15 se preparara mediante at menos una etapa de purificaci6n. 

Tal como se usa en el presente documento, el termino "tratamiento" se refiere tan-

to a tratamiento terapeutico como a medidas profilacticas o preventivas. Los suje-

tos o pacientes que necesitan tratamiento incluyen los que ya tienen el trastorno 

asi como aquellos en los que va a prevenirse el trastorno. 

20 Tal como se usa en el presente document°, el termino "trastorno" y "enfermedad" 

se usan de manera intercambiable para referirse a cualquier estado que se bene-

ficiaria del tratamiento con un polipeptido variante (un polipeptido que comprende 

una region Fc variante de la invencion), incluyendo enfermedades o trastornos 

agudos y crOnicos (por ejemplo, estados patolOgicos que predisponen a un pa-

25 ciente a un trastorno particular). En determinadas realizaciones, el trastorno es 

cancer. En determinadas realizaciones, el termino "enfermedad autoinmunitaria" 

se usa de manera intercambiable con el termino "trastorno autoinmunitario" para 

referirse a un estado en un sujeto caracterizado por lesiOn celular, tisular y/u or-

ganica provocada por una reaccion inmunolOgica del sujeto frente a sus propias 

30 celulas, tejidos y/u organos. El termino "enfermedad inflamatoria" se usa de mane-

ra intercambiable con el termino "trastorno inflamatorio" para referirse a un estado 

en un sujeto caracterizado por inflamaci6n. Los trastornos autoinmunitarios pue-

den estar asociados o no con inflamaciOn. Adernas, la inflamacion puede estar 
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provocada o no por un trastorno autoinmunitario. Determinados trastornos pueden 

caracterizarse como trastornos tanto autoinmunitarios como inflamatorios. 

Tal como se usan en el presente documento, los terminos "cancer" y "canceroso" 

se refieren a, o describen el estado fisiologico en mamiferos que se caracteriza 

5 normalmente por crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer inclu-

yen, pero no se limitan a, carcinoma, linfoma, blastoma, sarcoma y leucemia. 

Ejemplos mas particulares de tales canceres incluyen cancer de celulas escamo-

sas, cancer de pulmon de celulas pequerias, cancer de pulmOn de celulas no pe-

quetias, adenocarcinoma del pulmOn, carcinoma escamoso del pulmon, cancer 

10 del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, 

glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de higado, cancer 

de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer colorrectal, carci-

noma endometrial o uterino, carcinoma de glandulas salivales, cancer de rifiOn, 

cancer de higado, cancer de prOstata, cancer de vulva, cancer de tiroides, carci-

15 noma hepatico y diversos tipos de cancer de cabeza y cuello. Tal como se usa en 

el presente documento, el termino "marcador" se refiere a un compuesto o com-

posiciOn detectable que se conjuga directa o indirectamente con un polipeptido. El 

marcador puede ser por Si mismo detectable (por ejemplo, marcadores de radioi-

sotopos o marcadores fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimatico, 

20 puede catalizar la alteraciOn quimica de un compuesto o composici6n sustrato 

que es detectable. 

Tat como se usa en el presente documento, el termino "receptor" se refiere a un 

polipeptido que puede unirse a al menos un ligando. El receptor preferido es un 

receptor soluble o de la superficie celular que tiene un dominio de uniOn a ligando 

25 extracelular y, opcionalmente, otros dominios (por ejemplo, dominio transmem-

brana, dominio intracelular y/o anclaje a membrana). Un receptor que va a eva-

luarse en un ensayo descrito en el presente documento puede ser un receptor in-

tacto o un fragmento o derivado del mismo (por ejemplo una proteina de fusion 

que comprende el dominio de uni6n del receptor fusionado a uno o mas polipepti-

30 dos heterOlogos). Ademas, el receptor que va a evaluarse para determinar sus 

propiedades de uni6n puede estar presente en una celula o aislado y opcional-

mente recubierto sobre una placa de ensayo o alguna otra fase sOlida o puede 

marcarse directamente y usarse como sonda. 
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Tat como se usa en el presente documento, el termino "enfermedad sensible a an-

ticuerpos" se refiere a cualquier enfermedad o estado medico que se muestra que 

puede tratarse, al menos en parte, con terapia con anticuerpos. Los ejemplos de 

tales enfermedades y estados medicos incluyen, pero no se limitan a, linfoma 

5 (que se muestra que puede tratarse con RITUXAN), enfermedad infecciosa (virus 

sincitial respiratorio que se muestra que puede tratarse con SYNAGIS), trasplante 

de rirlon (ZENAPAX ha mostrado ser Citil), enfermedad de Crohn y artritis reuma-

toide (que se muestra que pueden tratarse con REMICADE), carcinoma de mama 

(que se muestra que puede tratarse con HERCEPTIN) y cancer de colon (que se 

10 muestra que puede tratarse con EDRECOLOMAB). Tal como se usa en el presen-

te documento, el termino "enfermedad sensible a inmunoadhesinas" se refiere a 

cualquier enfermedad o estado medico que se muestra que puede tratarse, al 

menos en parte, con terapia con inmunoadhesinas. 

Tal como se usa en el presente documento, un polipeptido variante que "media en 

15 la citotoxicidad mediada por celulas dependiente de anticuerpos (ADCC) en pre-

sencia de celulas efectoras humanas mas eficazmente" que un anticuerpo original 

es uno que in vitro o in vivo es sustancialmente mas eficaz en la mediaci6n de la 

ADCC, cuando las cantidades de polipeptido variante y anticuerpo original usadas 

en el ensayo son esencialmente las mismas. Por ejemplo, una variante de este ti-

20 po provoca una cantidad superior de lisis de celulas diana en un ensayo de ADCC 

dado que el polipeptido original en un ensayo de ADCC identico. Tales variantes 

pueden identificarse, por ejemplo, usando un ensayo de ADCC, pero pueden em-

plearse tambien otros ensayos o metodos para determinar la actividad de ADCC 

(por ejemplo, modelos animales). En realizaciones preferidas, el polipeptido va-

25 riante es desde aproximadamente 1,2, 1,3 6 1,4 veces, 1,5 veces, 50 veces, 100 

veces, aproximadamente 500 veces o aproximadamente 1000 veces mas eficaz 

en la mediaciOn de la ADCC el polipeptido original. 

El termino "sintomas de una enfermedad sensible a anticuerpos o inmunoadhesi-

nas" se refiere a los sintomas generalmente asociados con una enfermedad pat-

30 cular. Por ejemplo, los sintomas normalmente asociados con la enfermedad de 

Crohn incluyen: dolor abdominal, diarrea, hemorragia rectal, perdida de peso, fie-

bre, perdida de apetito, deshidrataciOn, anemia, distension, fibrosis, intestinos in-

flamados y malnutriciOn. La frase "en condiciones tales que los sintomas se redu-

cen" se refiere a cualquier grado de reducci6n cualitativa o cuantitativa en sinto-
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mas detectables de cualquier enfermedad sensible a anticuerpos o inmunoad-

hesinas, incluyendo pero sin limitarse a, un impacto detectable en la tasa de recu-

peraciOn de la enfermedad (por ejemplo, tasa de ganancia de peso), o la reduc-

cion de al menos uno de los sintomas normalmente asociados con la enfermedad 

5 particular (por ejemplo, si la enfermedad sensible a anticuerpos o inmunoadhesi-

nas era enfermedad de Crohn, una reducciOn en al menos uno de los siguientes 

sintomas: dolor abdominal, diarrea, hemorragia rectal, perdida de peso, fiebre, 

perdida de apetito, deshidrataciOn, anemia, distension, fibrosis, intestinos inflama-

dos y malnutriciOn). 

10 

Anticuerpos monoclonales y receptores 

Un anticuerpo de longitud completa ("inmunoglobulina" o "Ig") tal como existe de 

manera natural es una molecula de inmunoglobulina compuesta por cuatro cade-

15 nas peptidicas, dos cadenas pesadas (H) (de aproximadamente 50-70 kDa cuan-

do son de longitud completa) y dos cadenas ligeras (L) (de aproximadamente 25 

kDa cuando son de longitud completa) interconectadas por puentes disulfuro. La 

parte amino-terminal de cada cadena incluye una regi6n variable de aproximada-

mente 100-110 o mas aminoacidos responsable principalmente del reconocimien-

20 to del antigen°. La parte carboxilo terminal de cada cadena define una regi6n 

constante responsable principalmente de una funci6n efectora. 

Las cadenas ligeras se clasifican como kappa o lambda y se caracterizan por una 

region constante particular. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, 

alfa, delta o epsilon, y definen el isotipo del anticuerpo como IgG, IgM, IgA, IgD e 

25 IgE, respectivamente. Cada tipo de cadena pesada se caracteriza por una region 

constante particular. 

Cada cadena pesada este compuesta por una region variable de cadena pesada 

(en el presente documento "HCVR") y una regi6n constante de cadena pesada. La 

region constante de cadena pesada este compuesta por tres dominios (CHI, 

30 CH2, y CH3) para IgG, IgD e IgA; y 4 dominios (CH1, CH2, CH3 y CH4) para IgM 

e IgE. Cada cadena ligera este compuesta por una region variable de cadena lige-

ra (en el presente documento "LCVR") y una regi6n constante de cadena ligera. 

La region constante de cadena ligera este compuesta por un dominio, CL. Las re-

giones HCVR y LCVR pueden subdividirse adicionalmente en regiones de hiper-
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variabilidad, denominadas regiones determinantes de complementariedad (CDR), 

intercaladas con regiones que estan mas conservadas, denominadas regiones de 

entramado (FR). Cada HCVR y LCVR esta compuesta por tres CDR y cuatro FR, 

dispuestas desde el extremo amino-terminal hasta el extremo carboxilo-terminal 

5 en el siguiente orden: FR1, CDR1, FR2, CDR2, FR3, CDR3, FR4. La asignaciOn 

de aminoacidos a cada dominio es segun convenciones bien conocidas [por 

ejemplo, Kabat, "Sequences of Proteins of Immunological Interest", National Insti-

tutes of Health, Betesda, Md. (1991)1. La capacidad funcional de un anticuerpo pa-

ra unirse a un antigen° particular esta determinada colectivamente por las seis 

10 CDR. Sin embargo, incluso un Onico dominio variable que comprende sOlo tres 

CDR especificas para un antigen° puede tener la capacidad para reconocer y 

unirse al antigen°, aunque a una afinidad inferior que un Fab completo. 

Pueden producirse anticuerpos monoclonales usando por ejemplo tecnicas de 

hibridoma bien conocidas en la tecnica, asi como tecnologias recombinantes, tec-

15 nologias de presentaci6n en fago, tecnologias sinteticas o combinaciones de tales 

tecnologias facilmente conocidas en la tecnica. El termino "anticuerpo monoclo-

nal" tal como se usa en el presente documento no se limita a anticuerpos produci-

dos a traves de la tecnologia de hibridoma. "Anticuerpo monoclonal" se refiere a 

un anticuerpo que se deriva de una Unica copia o don, incluyendo por ejemplo, 

20 cualquier clon eucariota, procariota o de fago, y no al metodo mediante el que se 

produce. Un "anticuerpo monoclonal" puede ser un anticuerpo intacto (completo o 

de longitud completa), un anticuerpo sustancialmente intacto, un fragmento fun-

cional de un anticuerpo o puede ser un anticuerpo quimerico, anticuerpo humano 

o anticuerpo humanizado. 

25 Una poblacion de "anticuerpos monoclonales" se refiere a una poblacion de anti-

cuerpos homogenea o sustancialmente homogenea (o pura) (es decir, al menos 

aproximadamente el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, mas 

preferiblemente al menos aproximadamente el 97% o el 98% o lo mas preferible-

mente al menos el 99% de los anticuerpos en la poblacion son identicos y compe-

30 tirian en un ensayo ELISA por el mismo antigen° o epitopo). 

El termino "se une especificamente" o "se une preferentemente" tal como se usa 

en el presente documento se refiere a la situaciOn en la que un miembro de un par 

de union especifica no se une significativamente a moleculas distintas de su(s) 

pareja(s) de union especifica. El termino tambien puede aplicarse cuando, por 
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ejemplo, un dominio de uni6n a antigen° de un anticuerpo de la invenciOn es es-

pecifico para un epitopo particular que portan varios antigenos, en cuyo caso el 

anticuerpo especifico que porta el dominio de union a antigen° podra unirse a los 

diversos antigenos que portan el epitopo. 

5 La region Fc se refiere la parte de un anticuerpo intacto, por ejemplo, IgG, gene-

rada por digestion con la enzima papaina (vease la figura 1). La regi6n Fc es un 

homodimero, estando compuesta cada cadena por una parte de la region bisagra 

asi como los dominios CH2 y CH3. La regi6n Fc es un dimero debido a los puen-

tes disulfuro intercatenarios formados entre las regiones bisagra y multiples enla-

10 ces no covalentes entre los dominios CH3. IgG es la clase mas abundante de Ig 

en el cuerpo, constituyendo aproximadamente el 75% de la inmunoglobulina total 

y distribuida equitativamente dentro de los conjuntos intravascular y extravascular. 

Se produce muy poca IgG durante las fases tempranas de la respuesta primaria a 

un antigen° pero es la forma principal de anticuerpo producido durante la res-

15 puesta secundaria. 

Tal como se describi6 anteriormente, los anticuerpos tienen regiones, principal-

mente las regiones CH2 y CH3, que participan en funciones distintas de la uni6n 

al antigen°. Conjuntamente, estas regiones y una parte de la secuencia de ligador 

se conocen generalmente como la regi6n Fc, y tienen varias funciones efectoras 

20 mediadas por la union de moleculas efectoras. 

Las funciones efectoras mediadas por la region Fc del anticuerpo pueden dividirse 

en dos categorias: (1) funciones efectoras que funcionan tras la union del anti-

cuerpo a un antigen° (estas funciones implican, por ejemplo, la participacion de la 

cascada del complemento o celulas que Ilevan receptor de Fc (FcR)); y (2) funcio-

25 nes efectoras que funcionan independientemente de la union al antigen° (estas 

funciones confieren, por ejemplo, persistencia en la circulacion y la capacidad pa-

ra transferirse a traves de barreras celulares mediante transcitosis). Por ejemplo, 

la union del componente C1q del complemento a anticuerpos activa el sistema del 

complemento. Tras la opsonizaciOn, la activacion del complemento es importante 

30 en la lisis de patOgenos celulares. La activaciOn del complemento tambien estimu-

la la respuesta inflamatoria y tambien puede participar en la hipersensibilidad au-

toinmunitaria. Ademas, los anticuerpos se unen a celulas mediante la regiOn Fc, 

con un sitio de uniOn a receptor de Fc en la region Fc del anticuerpo que se une a 

un FcR sobre una celula. Hay varios FcR que son especificos para diferentes cla-
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ses de anticuerpo, incluyendo IgG, IgE, IgA e IgM. Aunque la presente invencion 

no se limita a ningim mecanismo particular, la uniOn del anticuerpo a FcR sobre 

una superficie celular desencadena varias respuestas biologicas importantes y di-

versas incluyendo absorcion y destruccion de particulas recubiertas con anticuer-

5 pos, aclaramiento de complejos inmunitarios, lisis de celulas diana recubiertas con 

anticuerpos por celulas citoliticas (ADCC), liberaciOn de mediadores inflamatorios, 

transferencia placentaria y control de la producci6n de inmunoglobulinas. 

Varias funciones efectoras de anticuerpos estan mediadas por FcR, que se unen 

a la regiOn Fc de un anticuerpo. Los FcR se definen por su especificidad por isoti-

10 pos de inmunoglobulinas; los receptores de Fc para anticuerpos de IgG se deno-

minan FcyR, para IgE FccR, para IgA FcaR y asi sucesivamente. Se han identifi-

cado tres subclases de FcyR: FcyRI (CD64), FcyRII (CD32) y FcyRIII (CD16). 

Debido a que cada subclase de FcyR se codifica por dos o tres genes, y el corte y 

empalme alternativo del ARN conduce a milltiples transcritos, existe una amplia 

is diversidad de isoformas de FcyR. Los tres genes que codifican para la subclase 

FcyRI (FcyRIA, FcyRIB y FcyRIC) estan agrupados en la region I q21.1 del brazo 

largo del cromosoma 1; los genes que codifican para las isoformas de FcyRII 

(FcyRIIA, FcyRIIB y FcyRIIC) y los dos genes que codifican para FcyRIII (FcyRIIIA 

y FcyRIIIB) estan agrupados todos en la region 1q22. Estos diferentes subtipos de 

20 FcR se expresan en diferentes tipos de celulas (por ejemplo, Ravetch y Kinet, An-

nu. Rev. Immunol. 9: 457-492 (1991)). Por ejemplo, en seres humanos, FcyRIIIB 

se encuentra sOlo en neutrOfilos, mientras que FcyRIIIA se encuentra en macr6fa-

gos, monocitos, celulas NK y una subpoblaciOn de celulas T. De manera notable, 

FcyRIIIA esta presente en celulas NK, uno de los tipos de celulas implicadas en la 

25 ADCC.  

El receptor FcyRIIIA humano (CD16) tiene un polimorfismo comun en la posicion 

158 en su dominio extracelular que codifica para o bien una fenilalanina o bien 

una valina en esta posici6n. El alelo V de FcyRIIIA tiene afinidad superior por IgG1 

humana que el alelo F. El alelo V158 tambien media en la ADCC mas eficazmen-

30 te. Datos clinicos han mostrado una correlaciOn entre el genotipo de receptor 

FcyRIIIA en pacientes que se someten a tratamiento con Rituxan y la respuesta 

terapeutica. Se mostrO que tanto las respuestas clinicas y moleculares como el 

tiempo hasta la progresion eran superiores en pacientes homocigotos para el ge-
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notipo Fc1RIIIA-158V (aproximadamente el 20% de la poblaciOn). En contraposi-

ciOn, pacientes heterocigotos u homocigotos para el genotipo FcyRIIIA-158F de 

afinidad inferior (aproximadamente el 80% de la poblacion) responden peor. Estos 

datos sugieren que mutaciones de Fc que potencian la actividad de ADCC de los 

5 portadores de 158F podrian potenciar la eficacia clinica de la terapia del cancer a 

base de anticuerpos. Tambien este presente un polimorfismo genetic° en el re-

ceptor FcyRIIA humano (CD32) en la posici6n 131 en su dominio extracelular que 

codifica para o bien una histidina (H) o bien una arginina (R) en esta posici6n. Se 

ha encontrado que el polimorfismo en la posici6n 131 afecta a su capacidad para 

10 unirse a IgG humana. Datos recientes tambien muestran una correlaciOn entre el 

polimorfismo en la posici6n 131 de FcyRIIA y la respuesta clinica a Rituxan. Pa-

cientes homocigotos para el alelo H131 tenian una tasa de respuesta significati-

vamente superior que los otros 2 grupos. 

FcyRI, FcyRII y FcyRIII son receptores de la superfamilia de inmunoglobulinas 

15 (IgSF), FcyRI tiene tres dominios IgSF en su dominio extracelular, mientras que 

FcyRII y FcyRIII tienen sOlo dos dominios IgSF en sus dominios extracelulares. 

Otro tipo de receptor de Fc es el receptor de Fc neonatal (FcRn). FcRn es estruc-

turalmente similar al complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y consiste en 

una cadena a unida no covalentemente a 132-microglobulina. 

20 

Regiones Fc variantes  

La presente invencion proporciona polipeptidos variantes, secuencias de acid° 

nucleico que codifican para los polipeptidos variantes y metodos para generar po-

lipeptidos variantes. Preferiblemente, los polipeptidos variantes de la presente in-

25 vencion difieren de un polipeptido original por al menos una modificaciOn de ami-

noacido, preferiblemente una sustituciOn de aminoacido. Un polipeptido "original", 

"de tipo natural", "de partida" o "no variante" comprende preferiblemente al menos 

una parte de una region Fc de anticuerpo y la sustituciOn de aminoacido en el po-

lipeptido variante se produce dentro de la regiOn Fc. Un polipeptido original que 

30 comprende una region Fc puede prepararse usando tecnicas disponibles en la 

tecnica para generar polipeptidos que comprenden una region Fc o parte de la 

misma. En realizaciones preferidas, el polipeptido original es un anticuerpo. Sin 

embargo, el polipeptido original puede ser cualquier otro polipeptido que corn-
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prenda al menos una parte de una regiOn Fc (por ejemplo, una inmunoadhesina). 

La parte de la region Fc en el polipeptido original puede ser de una secuencia na-

tiva o no nativa, preferiblemente es una secuencia nativa de origen humano. En 

determinadas realizaciones, puede generarse una regi6n Fc variante (por ejem-

5 plo, segim los metodos dados a conocer en el presente documento) y puede fu-

sionarse a un polipeptido heterologo de eleccion, tal como un dominio variable de 

anticuerpo o dominio de union de un receptor o ligando, o cualquier polipeptido te-

rapeutico. 

En realizaciones preferidas, el polipeptido original comprende una regi6n Fc o par-

10 te funcional de la misma. Generalmente, la region Fc del polipeptido original corn-

prendera una regi6n Fc de secuencia nativa, y preferiblemente una region Fc de 

secuencia nativa humana. Sin embargo, la region Fc del polipeptido original pue-

de tener una o mas alteraciones o modificaciones en la secuencia de aminoacidos 

preexistente (por ejemplo, una sustituci6n de aminoacido) con respecto a una re-

15 gion Fc de secuencia nativa. Por ejemplo, la actividad de uni6n a Clq de la regi6n 

Fc puede haberse alterado previamente o la afinidad de uni6n a FcyR de la region 

Fc puede haberse alterado. La region Fc variante deseada o el acido nucleico que 

codifica para la regi6n Fc variante de interes puede construirse mientras que no 

este operativamente unida a la pareja de fusi6n deseada de la region Fc variante, 

20 (por ejemplo, una region variable de anticuerpo, una proteina heterOloga) y luego 

modificarse por ingenieria genetica posteriormente para que este operativamente 

unida a la misma. En realizaciones adicionales, la region Fc del polipeptido origi-

nal es conceptual (por ejemplo, ideada o una representaci6n visual en un ordena-

dor o en papel) y, aunque no existe fisicamente, el ingeniero de anticuerpos pue-

25 de decidir sobre una secuencia de aminoacidos de la regiOn Fc variante y generar 

un polipeptido que comprende esa secuencia o un ADN que codifica para la se-

cuencia de aminoacidos de la region Fc variante deseada. Sin embargo, en reali-

zaciones preferidas, este disponible un acido nucleico que codifica para una re-

gi6n Fc de un polipeptido original y esta secuencia de acid° nucleico se altera pa-

30 ra generar una secuencia de acid° nucleico variante que codifica para la region Fc 

variante. 

Puede prepararse acid° nucleico que codifica para una variante del polipeptido 

original (o simplemente una region Fc variante) mediante metodos conocidos en 

la tecnica usando la orientaci6n de la presente memoria descriptiva para secuen-
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cias particulares. Estos metodos incluyen, pero no se limitan a, la preparaciOn 

mediante mutagenesis dirigida al sitio (o mediada por oligonucleOtidos), mutage-

nesis por PCR (por ejemplo, Vallette et al. , Nuc. Acids Res. 17:723-733 (1989) y 

mutagenesis de casete (por ejemplo, Wells et al. , Gene 34:315-323 (1985) de un 

5 acido nucleico preparado anteriormente que codifica para el polipeptido. La muta-

genesis dirigida al sitio es un metodo preferido para preparar variantes. Esta tec-

nica se conoce bien en la tecnica (vease, por ejemplo, Carter et al. Nucleic Acids 

Res. 13: 4431-4443 (1985) y Kunkel et al. , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 488 

(1987)). 

10 Alternativamente, o adicionalmente, puede determinarse la secuencia de aminoa-

cidos deseada que codifica para un polipeptido variante, y puede generarse de 

manera sintetica una secuencia de acido nucleico que codifica para tal secuencia 

de aminoacidos del polipeptido variante (es decir, polipeptido que comprende una 

regi6n Fc variante que comprende una sustitucion de aminoacido tal como se 

15 describe en el presente documento). Esto se considera todavia que es una region 

Fc variante de una region Fc original aun cuando la region Fc original no era el 

precursor molecular de la regi6n Fc variante sino en su lugar la secuencia de ami-

noacidos de la region Fc presente en el original en ausencia de la sustituci6n de 

aminoacido deseada. 

20 La secuencia de aminoacidos del polipeptido original puede modificarse con el fin 

de generar una regi6n Fc variante con afinidad o actividad de uni6n al receptor de 

Fc in vitro y/o in vivo alteradas; y/o actividad de ADCC alterada in vitro y/o in vivo; 

y/o actividad de CDC alterada in vitro y/o in vivo. La secuencia de aminoacidos del 

polipeptido original tambien puede modificarse con el fin de generar una region Fc 

25 variante con propiedades de uniOn al complemento y/o semivida en circulacion al-

teradas. 

Pueden lograrse modificaciones sustanciales en las propiedades biolOgicas de la 

regi6n Fc seleccionando sustituciones de aminoacidos que difieren significativa-

mente en su efecto sobre la alteracion de (a) la estructura de la cadena principal 

30 del polipeptido en la zona de la sustitucion, por ejemplo, como una conformaciOn 

de lamina o helice, (b) la carga o hidrofobicidad de la molecula en el sitio diana, o 

el volumen de la cadena lateral, (d) la interacciOn con hidrato de carbono o (e) la 

flexibilidad del movimiento de dominios. Los residuos que se producen de manera 
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natural se dividen en clases basandose en sus propiedades de cadena lateral 

cornunes: 

(1) hidrofobos: norleucina, met, ala, val, leu, ile; 

(2) hidrofilos neutros: cys, ser, thr; 

(3) acidos: asp, glu; 

to (4) basicos: asn, gin, his, lys, arg; 

(5) residuos que influyen en la orientaciOn de la cadena: gly, pro; y 

(6) aromaticos: trp, tyr, phe. 

15 

Sustituciones no conservativas implicaran intercambiar un miembro de una de es-

tas clases por un miembro de otra clase. Sustituciones conservativas implicaran 

intercambiar un miembro de una de estas clases por otro miembro de la misma 

clase. 

20 Tal como se demuestra en los ejemplos a continuaciOn, puede diseriarse por in-

genieria genetica una region Fc variante con actividad alterada (funciOn/funciones  

efectora(s) y/o farmacocinetica). Por ejemplo, pueden modificarse uno o mas resi-

duos de aminoacido de la region Fc con el fin de alterar (por ejemplo, aumentar o 

disminuir) la actividad de ADCC o la actividad de CDC o la afinidad de uniOn a 

25 FcRn. En realizaciones preferidas, una modificacion es una sustituciOn enumera-

da en la tabla 1 en el presente documento. Generalmente, se hard una sustitucion 

de aminoacido en uno o mas de los residuos de la region Fc que se identifica en 

el presente document° que afectan a la actividad de ADCC con el fin de generar 

una region Fc variante de este tipo. En realizaciones preferidas, se sustituiran no 

30 mas de uno a aproximadamente diez residuos de la region Fc. Las regiones Fc en 

el presente documento que comprenden una o mas sustituciones de aminoacidos 

conservaran preferiblemente al menos aproximadamente el 80%, y preferiblemen-

te al menos aproximadamente el 90%, y lo mas preferiblemente al menos aproxi-
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madamente el 95%, de la secuencia de region Fc original o de una secuencia de 

regiOn Fc humana nativa. 

Introduciendo la(s) modificaciOn/modificaciones en la secuencia de aminoacidos 

apropiada(s) en una regi6n Fc original, puede generarse una region Fc variante 

5 que (en comparaci6n con la region Fc original) (a) media en la ADCC en presen-

cia de celulas efectoras humanas mas o menos eficazmente y/o (b) media en la 

CDC en presencia de complemento humano mas o menos eficazmente y/o (c) se 

une a C1q con una afinidad deseada y/o (d) se une a un receptor de Fc gamma 

(FcyR) o receptor de Fc neonatal (FcRn) con una afinidad deseada. Tales regio-

10 nes Fc variantes comprenderan generalmente al menos una modificaci6n de ami-

noacido en la region Fc. Preferiblemente, la modificaciOn es una sustitucion de 

aminoacido, mas preferiblemente una sustituci6n de aminoacido enumerada en 

las tablas 1-9 en el presente documento. 

En realizaciones preferidas, la region Fc del polipeptido original es una region Fc 

15 humana o fragmento funcional de la misma, por ejemplo, una region Fc humana 

nativa de IgG1 (alotipos f y a,z), IgG2, IgG3, IgG4 humanas, y todos los alotipos 

conocidos o descubiertos de cualquier especie. Tales regiones tienen secuencias 

nativas tales como, por ejemplo, las mostradas en la figura 2 (SEQ ID NO:1-8), y 

la figura 3 (SEQ ID NO: 9-12) en el presente documento. 

20 En determinadas realizaciones, con el fin de generar una regi6n Fc variante con 

actividad de ADCC potenciada, el polipeptido original tiene preferiblemente activi-

dad de ADCC preexistente (por ejemplo, el polipeptido original comprende una 

region Fc de IgG1 humana o IgG3 humana). En algunas realizaciones, una va-

riante tiene actividad de ADCC potenciada (por ejemplo, mayores niveles en com-

25 paracion con el original segun un ensayo de ADCC descrito en el presente docu-

mento) en comparaciOn con el polipeptido original, es decir, un anticuerpo mono-

clonal que comprende la regi6n Fc variante tiene actividad de ADCC potenciada 

tal como se compara en circunstancias identicas con un anticuerpo monoclonal 

que comprende la region Fc original o una secuencia de region Fc de IgG1 o IgG3 

30 nativa pero por lo dernas identica al anticuerpo monoclonal que comprende la re-

gi6n Fc variante. 

En realizaciones preferidas, se introduce(n) sustitucion/sustituciones de aminoaci-

do(s) en los dominios CH2 y/o CH3 de una regi6n Fc. En realizaciones preferidas, 

���� ���������������	�
�������


��



 

la region Fc original usada como molde para generar tales variantes comprende 

una region Fc de IgG humana. 

En determinadas realizaciones, con el fin de generar una regi6n Fc variante con 

actividad de CDC potenciada, el polipeptido original tiene preferiblemente activi-

5 dad de CDC preexistente. En algunas realizaciones, una variante tiene actividad 

de CDC potenciada (por ejemplo, mayores niveles en comparacion con el original 

segun un ensayo de CDC descrito en el presente documento) en comparaci6n 

con el polipeptido original, es decir, un anticuerpo monoclonal que comprende la 

region Fc variante tiene actividad de CDC potenciada tal como se compara en cir-

10 cunstancias identicas con un anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fe 

original o una secuencia de regi6n Fc de IgG1 o IgG3 nativa pero por lo dernas 

identica al anticuerpo monoclonal que comprende la regi6n Fc variante. 

Los polipeptidos variantes descritos en el presente documento pueden someterse 

a modificaciones adicionales, dependiendo del uso deseado o previsto del poli-

15 peptido. Tales modificaciones pueden implicar, por ejemplo, una alteraciOn adicio-

nal de la secuencia de aminoacidos (sustituciOn, inserciOn y/o deleciOn de resi-

duos de aminoacido), modificaciones con hidratos de carbono, fusiOn a polipepti-

do(s) heterOlogo(s) y/o modificaciones covalentes. Tales modificaciones adiciona-

les pueden hacerse antes de, simultaneamente con o despues de la(s) modifica-

20 ciOn/modificaciones de aminoacido(s) dada(s) a conocer en el presente documen-

to que da(n) como resultado una alteracion de la union al receptor de Fc y/o acti-

vidad de ADCC y/o actividad de CDC. 

Alternativa o adicionalmente, puede ser OM combinar modificaciones de aminoa-

cidos con una o mas modificaciones de aminoacidos adicionales que alteran la 

25 uniOn a C1q y/o la funcion de CDC de la region Fc. Por ejemplo, el polipeptido de 

partida puede ser incapaz de unirse a C1q y/o mediar en la CDC y puede modifi-

carse segOn las ensetianzas en el presente documento de manera que adquiere 

estas funciones efectoras adicionales. Ademas, pueden modificarse polipeptidos 

con actividad de union a C1q preexistente, opcionalmente que tienen adernas la 

30 capacidad para mediar en la CDC, de manera que una o ambas de estas activi-

dades se potencian (o alternativamente, se disminuyen). Se describen en el pre-

sente documento determinadas modificaciones de aminoacidos en la region Fc 

que alteran la union a C1q y/o modifican la actividad de CDC (veanse las tablas 2, 

7, 8 y 10) y, por ejemplo, en el documento W00042072. 
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Tal como se dio a conocer anteriormente, puede disetiarse una region Fc o parte 

de la misma con funciOn efectora alterada, por ejemplo, modificando la actividad 

de CDC y/o la actividad de ADCC. Por ejemplo, puede generarse una regi6n Fc 

variante con actividad de CDC mejorada y actividad de ADCC mejorada. Alterna-

5 tivamente, cuando se desea que una funciOn efectora se reduzca o se suprima, 

puede disetiarse por ingenieria genetica una region Fc variante con actividad de 

CDC reducida y/o actividad de ADCC reducida. En otras realizaciones, puede 

aumentarse solo una de estas actividades, y opcionalmente tambien reducirse la 

otra actividad, por ejemplo, para generar una regi6n Fc variante con actividad de 

10 ADCC mejorada, pero actividad de CDC reducida y viceversa. Adicionalmente, 

puede diseriarse por ingenieria genetica una regiOn Fc variante con afinidad de 

uniOn modificada a FcRn, proteina A y/u otras proteinas de uniOn a Fc. 

En algunas realizaciones, la presente descripci6n proporciona composiciones que 

comprenden una variante de un polipeptido original, en las que el original corn-

15 prende una regi6n Fc (o parte de la misma) y en las que la variante comprende al 

menos una modificaciOn de aminoacido de residuos de superficie dentro de la re-

gion Fc (vease, por ejemplo, Deisenhofer, Biochemistry, 20:2361-70, abril de 

1981, y documento W00042072). En otras realizaciones, la presente descripcion 

proporciona composiciones que comprenden una variante de un polipeptido origi-

20 nal que tiene una regi6n Fc, en las que la variante comprende al menos una modi-

ficaci6n de aminoacido de residuos de superficie en la regi6n Fc. En realizaciones 

adicionales, la presente descripciOn comprende una variante de un polipeptido 

original que tiene una regi6n Fc, comprendiendo la variante al menos una modifi-

caciOn de aminoacido de superficie y al menos una modificaciOn de aminoacido 

25 no de superficie, ambas en la region Fc. 

Variantes de combinaciOn  

En algunas realizaciones, una regi6n Fc variante comprende dos o mas modifica-

ciones de aminoacidos (por ejemplo, sustituciones). Tales variantes de combina-

30 ciOn pueden producirse, por ejemplo, seleccionando dos o mas de las sustitucio-

nes de aminoacidos detalladas anteriormente (por ejemplo, vease la tabla 1), o 

una o mas sustituciones de aminoacidos enumeradas en la tabla 1 ademas de 

una sustituciOn conocida en la tecnica. 
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Las variantes de combinacion mostradas en la tabla 10 y otras variantes de corn-

binacion (tales como las sustituciones dadas conocer en el documento 

W00042072 usadas en combinaci6n con las dadas a conocer en el presente do-

cumento) pueden someterse a prueba para determinar una actividad dada (por 

5 ejemplo, actividad de union a FcRn, actividad de ADCC y actividad de CDC) en 

una variedad de ensayos (veanse los ejemplos a continuacion). En este sentido, 

pueden identificarse variantes de combinaci6n Utiles. 

En determinadas realizaciones preferidas, las mUltiples sustituciones de aminoa-

cidos presentes en una region Fc variante tienen una sustituci6n de aminoacido 

10 que aumenta la actividad de ADCC, y una modificaciOn de aminoacido que au-

menta la afinidad de uni6n a receptor de Fc neonatal (FcRn) (por ejemplo, a pH 

6,0) del polipeptido que comprende la regi6n Fc variante. En otras realizaciones, 

las variantes de combinaciOn tienen un aminoacido de superficie en una regi6n Fc 

variante de la presente invencion, y una modificaciOn de aminoacido de no super-

15 ficie. Pueden generarse variantes de combinaciOn adicionales en las regiones Fe 

variantes de la presente invencion combinando dos o mas de las sustituciones de 

aminoacidos descritas en el presente documento, o al menos una de las sustitu-

ciones de aminoacidos descritas en el presente documento con las descritas en, 

por ejemplo, el documento W00042072. 

20 

Ensavos de polipeptidos variantes  

La presente descripcion proporciona diversos ensayos para seleccionar regiones 

Fc variantes o polipeptidos que comprende una region Fc variante. Pueden usar-

se ensayos de selecciOn para encontrar o confirmar variantes Utiles. Por ejemplo, 

25 pueden seleccionarse variantes de combinaciOn (vease, por ejemplo, la tabla 10) 

para encontrar variantes con union a FcR alterada, y/o actividad de ADCC altera-

da y/o de CDC alterada (por ejemplo, actividad de ADCC o CDC aumentada o 

disminuida) y/o capacidad modificada para agotar celulas diana (celulas B, por 

ejemplo) a partir de sangre completa. Ademas, tal como se describe a continua-

30 ci6n, los ensayos pueden emplearse para encontrar o confirmar variantes que tie-

nen actividad terapeutica beneficiosa en un sujeto (por ejemplo, tal como un ser 

humano con sintomas de una enfermedad sensible a anticuerpos o inmunoad-

hesinas). Puede emplearse una variedad de tipos de ensayo para evaluar cual-

quier cambio en una variante en comparaci6n con el polipeptido original (ensayos 
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de seleccion proporcionados por ejemplo en el documento W00042072). Se des-

criben a continuaciOn ensayos a modo de ejemplo adicionales. 

En realizaciones preferidas, un polipeptido variante (es decir, polipeptido que 

comprende una region Fc variante o parte funcional de la misma) es un anticuerpo 

5 monoclonal que conserva esencialmente la capacidad para unirse especificamen-

te a un antigen° (mediante una regi6n de union a antigen° no modificada o regi6n 

de uniOn a antigen° modificada) en comparaci6n con el polipeptido original (por 

ejemplo, la capacidad de uniOn es preferiblemente menos de 20 veces, 10 veces, 

7 veces o menos de aproximadamente 5 veces diferente de la del polipeptido on-

10 ginal). La capacidad de uni6n del polipeptido variante al antigen° puede determi-

narse usando tecnicas tales como ELISA, analisis de clasificacion celular activada 

por fluorescencia (FACS) o radioinmunoprecipitaci6n (RIA), por ejemplo pueden 

emplearse ensayos de union a FcR para evaluar las variantes de la presente in-

vencion. Por ejemplo, puede medirse la union a receptores de Fc tales como 

15 FcyRI, FcyRIla, FcyRIlb, FcyRIII, FcRn, etc., titulando un polipeptido variante y mi-

diendo el polipeptido variante unido usando un anticuerpo que se une al polipepti-

do variante en un formato de ELISA (veanse los ejemplos a continuaci6n). Por 

ejemplo, puede seleccionarse una variante que comprende un anticuerpo en un 

ensayo ELISA convencional para determinar la union a un FcRn a pH 6,0 y pH 7,0 

20 o pH 7,4. Puede usarse una superficie sOlida recubierta con estreptavidina o neu-

travidina para capturar FcRn marcado con biotina de cualquier especie, tal como 

ratOn o ser humano. Tras bloquear, el receptor de captura puede incubarse con 

polipeptidos variantes (por ejemplo, anticuerpos) diluidos en tampones a pH 6,0 o 

pH 7,0. En la siguiente etapa, se anade una molecula especifica para anticuerpos 

25 humanos (por ejemplo, (Fa13')2 de cabra anti-Fab humano conjugado con una en-

zima). Despues de eso, puede afiadirse un sustrato con el fin de determinar la 

cantidad de uniOn del polipeptido variante al FcRn inmovilizado a pH 6,0 o pH 7,0 

o pH 7,4. Los resultados de este ensayo pueden compararse con la capacidad del 

polipeptido original (no variante) para unirse al mismo FcR. En otras realizaciones 

30 preferidas, los componentes para Ilevar a cabo un ELISA (por ejemplo, con FcRn) 

para seleccionar variantes estan envasados en un kit (por ejemplo, con instruc-

ciones para su uso). 
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Tambien puede emplearse un ensayo de ADCC pare seleccionar las variantes. 

Los ensayos de ADCC pueden realizarse in vitro o in vivo . Para evaluar la activi-

dad de ADCC de un polipeptido variante, puede realizarse un ensayo de ADCC in 

vitro usando razones de efector:diana variables. Un ensayo de ADCC a modo de 

5 ejemplo podria usar una !Mee celular diana que expresa cualquiera de los siguien-

tes antigenos diana: CD20, CD22, CD33, CD40, CD63, receptor de EGF, receptor 

her-2, antigeno de membrana especifico de la prOstata, hidrato de carbono de 

Lewis Y, gangliOsidos GD2 y GD3, lamp-i, CO-029, L6 y ephA2. Pueden obtener-

se celulas efectoras de un donante sano (por ejemplo, el dia del experimento) y 

10 PBMC purificadas usando Histopaque (Sigma). Entonces se incuban previamente 

las celulas diana con una IgG que comprende una regi6n Fc variante de la inven-

cion a, por ejemplo, 0,1 - 1.000 ng/ml durante aproximadamente 30 minutos antes 

de mezclar con celulas efectoras a razones de efector:diana de, por ejemplo, 

40:1, 20:1 y 10:1. Entonces puede medirse la actividad de ADCC colorimetrica-

15 mente usando un kit de detecciOn de citotoxicidad (Roche Molecular Biochemi-

cals) para la cuantificaciOn de la lisis y muerte celular basandose en la medici6n 

de la actividad lactato deshidrogenasa (LDH) liberada del citosol de celulas daft-

das al sobrenadante. La actividad de ADCC tambien puede medirse, para ensa-

yos de celulas diana cargadas con cromo, midiendo la liberaciOn de cromo 51 re-

20 sultante. Puede determinarse la citotoxicidad celular independiente de anticuerpos 

midiendo la actividad LDH de celulas efectoras y diana en ausencia de anticuerpo. 

Puede medirse la liberaciOn total tras la adici6n de Triton X-100 al 1% a la mezcla 

de celulas efectoras y diana. La incubaci6n de las celulas efectoras y diana puede 

realizarse durante un periodo de tiempo optimizado (0,54-18 horas) a 37°C en un 

25 5,0% de CO2 y al que luego le sigue la centrifugacion de las places de ensayo. 

Los sobrenadantes pueden transferirse entonces a places de 96 pocillos e incu-

barse con reactivo de deteccion de LDH durante 30 minutos a 25°C. Entonces 

puede medirse la absorbancia de la muestra a 490 nm usando un lector de micro-

places. Entonces puede calcularse el porcentaje de citotoxicidad usando la si-

30 guiente ecuaciOn: % de citotoxicidad = valor experimental - control bajo/control al-

to - control bajo X 100%. Entonces puede compararse el porcentaje de citotoxici-

dad de anti-CD20 y variantes directamente con una cantidad igual de RITUXAN 

para proporcionar una mediciOn de la eficacia relative. Un ensayo de ADCC a 

modo de ejemplo podria emplear celulas SKW6.4 que sobreexpresan el antigeno 
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CD20 (por ejemplo, adquiridas de la Coleccion Americana de Cultivos Tipo) como 

fuente de celulas diana. Se conocen en la tecnica muchas variaciones de este en-

sayo (por ejemplo, Zuckerman et al. , CRC Grit Rev Microbiol 1978; 7(1):1-26). 

Las celulas efectoras Utiles para tales ensayos incluyen, pero no se limitan a, ce-

5 lulas NK, macr6fagos y otras PBMC. Alternativamente, o adicionalmente, puede 

evaluarse la actividad de ADCC de los polipeptidos variantes de la presente in-

venciOn in vivo , por ejemplo, en un modelo animal tal como el dado a conocer en 

Clynes et al. PNAS (USA) 95:652-656 (1998)). 

Las variantes tambien pueden seleccionarse para determinar la activaciOn del 

10 complemento. Para evaluar la activaciOn del complemento, puede realizarse un 

ensayo de CDC (vease, por ejemplo, Gazzano-Santoro et al. , J. Immunol. Met-

hods, 202:163 (1996)). Por ejemplo, pueden diluirse con tampon diversas concen-

traciones del polipeptido variante y complement° humano. Pueden diluirse celulas 

que expresan el antigen° al que se une el polipeptido variante hasta una densidad 

15 de 1 x 106 celulas/ml. Pueden anadirse mezclas de polipeptido variante, comple-

mento humano diluido y celulas que expresan el antigen° a una placa de 96 poci-

llos de cultivo tisular de fondo piano y dejarse incubar durante 2 horas a 37°C y un 

5% de CO2 para facilitar la lisis celular mediada por complemento. Entonces pue-

den ariadirse cincuenta microlitros de azul de alamar (Accumed International) a 

20 cada pocillo e incubarse durante la noche a 37°C. Puede medirse la absorbancia 

usando un fluorimetro de 96 pocillos con excitaci6n a 530 nm y emisiOn a 590 nm. 

Pueden expresarse los resultados en unidades relativas de fluorescencia (URF). 

Pueden calcularse las concentraciones de la muestra a partir de una curva patr6n 

y puede notificarse el porcentaje de actividad en comparacion con polipeptido no 

25 variante para el polipeptido variante de interes. 

En determinadas realizaciones, los polipeptidos variantes no activan el comple-

mento o activan el complemento de manera escasa. Por ejemplo, un polipeptido 

variante presenta una actividad de CDC de aproximadamente el 0-10% en este 

ensayo en comparaci6n con un anticuerpo control que tiene una regi6n Fc de 

30 IgG1 no mutada. Preferiblemente, la variante no parece tener ninguna actividad 

de CDC (por ejemplo, por encima del fondo) en el ensayo de CDC anterior. En 

otras realizaciones, se encuentra que un polipeptido variante de la presente in-

vencion tiene CDC potenciada en comparaci6n con un polipeptido original (por 

ejemplo, que presenta preferiblemente una potenciaci6n de aproximadamente 1,1, 
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1,5, 1,7 o 2 veces a aproximadamente 100 veces (o mas) en la actividad de CDC 

in vitro o in vivo cuando se comparan los valores de C150). 

Tambien pueden seleccionarse polipeptidos variantes para determinar el agota-

miento de celulas diana en un ensayo de sangre completa. Por ejemplo, pueden 

5 seleccionarse diversas concentraciones del polipeptido variante con especificidad 

de diana de CD20 para determinar el agotamiento de celulas B en un ensayo de 

sangre completa usando FACS (Vugmeyster et a/., 2003 Cytometry 52A, 101- 

109). Se incuba sangre recien extra Ida con concentraciones variables de polipep-

tido variante a 37°C y un 5% de CO2 durante 4 horas (el tiempo puede variar). 

10 Tras la incubaci6n, se lisan los glObulos rojos segim las directrices del fabricante 

con un reactivo de cloruro de amonio (Beckton-Dickinson, n.° de cat. 555899) y se 

detectan celulas B mediante FACS usando un anticuerpo marcado fluorescente-

mente especifico para celulas B (anti-CD 19, por ejemplo). Los resultados pueden 

expresarse como porcentaje del agotamiento de celulas B en relaciOn con o bien 

15 una muestra no tratada o bien una muestra incubada con un anticuerpo irrelevan-

te (que no se agota). 

En realizaciones preferidas, un polipeptido variante agota celulas B mas eficaz-

mente que el polipeptido original. Un polipeptido variante puede agotar celulas B, 

por ejemplo, en un grado de aproximadamente dos veces o mas que el polipepti-

20 do original, y preferiblemente de manera aproximada cinco veces o mas. Adernas, 

una variante puede presentar una mayor potencia en el agotamiento de celulas B. 

Por ejemplo, una variante puede agotar el mismo porcentaje de celulas B en rela-

ciOn con el polipeptido original, pero utilizar aproximadamente cinco veces menos, 

y preferiblemente de manera aproximada 10 veces menos de anticuerpo. El ago-

25 tamiento de celulas diana mediado por variantes puede estar de aproximadamen-

te 2 veces, 3 veces, 5 veces a aproximadamente 1000 veces o mas, y preferible-

mente de desde aproximadamente 5 veces hasta aproximadamente 1000 veces 

mejorado en comparaciOn con el polipeptido original. 

Las variantes tambien pueden seleccionarse in vivo. Puede emplearse cualquier 

30 tipo de ensayo in vivo . Se proporciona a continuaci6n un ejemplo particular de un 

tipo de ensayo. Este ensayo a modo de ejemplo permite la evaluaciOn preclinica 

de variantes de Fc in vivo. Una variante que va a someterse a prueba puede in-

corporarse en la regi6n Fc de un anticuerpo particular que se sabe que tiene al-

guna actividad. Por ejemplo, una variante puede incorporarse en la region Fc de 
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una IgG anti-CD20 mediante mutagenesis. Esto permite que se comparen una 

IgG original y una IgG de variante de Fc directamente con RITUXAN (que se sabe 

que promueve regresiOn tumoral). La evaluacion preclinica puede realizarse en 2 

fases (una fase farmacocinetica y una fase farmacodinamica). El objetivo de los 

5 estudios farmacocineticos de fase I es determinar si hay diferencias en la veloci-

dad de aclaramiento entre una IgG de variante de Fc y el anticuerpo con actividad 

in vivo conocida (por ejemplo, RITUXAN). Diferencias en la velocidad de aclara-

miento pueden provocar diferencias en el nivel en estado estacionario de IgG en 

suero. Como tal, si se detectan diferencias en las concentraciones en estado es-

10 tacionario, estas deben normalizarse para permitir que se hagan comparaciones 

precisas. El objetivo de los estudios farmacodinamicos de fase II es determinar el 

efecto de las mutaciones de Fc sobre, en este caso, el crecimiento tumoral. Estu-

dios previos con RITUXAN usaron una (mica dosis que inhibi6 completamente el 

crecimiento tumoral. Debido a que esto no permite que se midan diferencias cuan-

15 titativas, debe emplearse un intervalo de dosis. 

Puede realizarse la comparaci6n farmacocinetica de fase I de una variante de Fc, 

la Fc original de tipo natural y RITUXAN, por ejemplo, de la siguiente manera. En 

primer lugar, pueden inyectarse 40 p.g (u otra dosis que va a someterse a prueba) 

por animal por via intravenosa y cuantificarse el nivel en plasma de la IgG a las 0, 

20 0,25, 0,5, 1, 24, 48, 72, 96, 120, 168 y 336 h. Los datos pueden ajustarse, por 

ejemplo, usando un programa farmacocinetico (WinNonLin) usando un modelo 

farmacocinetico de dos compartimentos de latencia cero para obtener la velocidad 

de aclaramiento. La velocidad de aclaramiento puede usarse para definir el nivel 

en plasma en estado estacionario con la siguiente ecuaciOn: C= dosis/(velocidad 

25 de aclaramiento X t), en la que T es el intervalo entre dosis y C es el nivel en 

plasma en estado estacionario. Pueden realizarse experimentos farmacocineticos 

en ratones que no Ilevan tumor con, por ejemplo, un minim° de 5 ratones por pun-

to de tiempo. 

Puede emplearse un modelo animal para la siguiente fase de la siguiente manera. 

30 En el flanco derecho de ratones CB17-SCID pueden implantarse 106 celulas Raji 

por via subcutanea. El bolo intravenoso del anticuerpo con Fc variante, el anti-

cuerpo con Fc de tipo natural y RITUXAN puede comenzar inmediatamente tras la 

implantaciOn y continuar hasta que el tamano tumoral es mayor de 2 cm de dia-

metro. El diametro tumoral puede determinarse cada lunes, miercoles y viernes 
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midiendo la longitud, anchura y profundidad del tumor usando un calibre (volumen 

tumoral =AxLx P). Un grafico del volumen tumoral frente al tiempo proporciona-

rá la velocidad de crecimiento tumoral para el calculo farmacodinamico. Debe 

usare un minimo de aproximadamente 10 animales par grupo. 

5 La comparacion farmacodinamica de fase ll del anticuerpo con Fc variante, el an-

ticuerpo con Fc de tipo natural y RITUXAN puede realizarse de la siguiente mane-

ra. Basandose en datos publicados, RITUXAN a 10 pig/g semanalmente inhibi6 

completamente el crecimiento tumoral tumor in vivo (Clynes et al. , Nat. Med. 

6:443-6, 2000). Par tanto, puede someterse a prueba un intervalo de dosis sema-

10 nal de 10 pig/g, 5 1.1g/g, 1 p.g/g, 0,5 lAg/g y 0 14/g. El nivel en plasma en estado es-

tacionario al que se inhibe la velocidad de crecimiento tumoral en un 50% puede 

detemiinarse graficamente mediante la relaciOn entre el nivel en plasma en esta-

do estacionario y la eficacia. El nivel en plasma en estado estacionario puede cal-

cularse tal coma se describio anteriormente. Si es necesario, puede ajustarse t en  

15 consecuencia para cada anticuerpo con Fc variante y el anticuerpo con Fc de tipo 

natural dependiendo de sus propiedades farmacocineticas para lograr un nivel en 

plasma en estado estacionario comparable a RITUXAN. Valores farmacodinami-

cos mejorados estadisticos del anticuerpo con Fc variante en comparaci6n con el 

polipeptido original (par ejemplo, anticuerpo con Fc de tipo natural) y RITUXAN 

20 indicaran generalmente que el anticuerpo con Fc variante confiere una actividad in 

vivo mejorada . 

Puede realizarse una comparaciOn farmacodinamica adicional de anticuerpos con 

Fc variante, anticuerpos con Fc de tipo natural y RITUXAN en monos cynomol-

gous tal coma se describio previamente (Reff et al. , Blood 83, 435-445, 1994). 

25 Puede usarse una respuesta a la dosis para el agotamiento de celulas B periferi-

cas y celulas B de ganglios linfaticos para comparar las potencias relativas de las 

variantes de Fc con Fc de tipo natural y RITUXAN administrados por via intrave-

nosa y/o par via subcutanea. Valores farmacodinamicos mejorados estadisticos 

de la variante de Fc en comparaciOn con el polipeptido original (por ejemplo, Fc 

30 de tipo natural) y RITUXAN indicaran generalmente que el anticuerpo con Fc va-

riante confiere una actividad in vivo mejorada. 
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En realizaciones adicionales, las variantes (es decir, polipeptido que comprende 

una region Fc variante de la invenciOn, o parte funcional de la misma) se selec-

cionan de manera que se identifican variantes que son utiles para uso terapeutico 

en al menos dos especies. Tales variantes se denominan en el presente docu-

5 mento "variantes mejoradas de doble especie", y son particularmente Utiles para 

identificar variantes que son terapeuticas en seres humanos, y tambien demues-

tran (o es probable que demuestren) eficacia en un modelo animal. En este senti-

do, la presente invencion proporciona metodos para identificar variantes que tie-

nen una fuerte probabilidad de aprobarse para pruebas clinicas en seres huma-

10 nos puesto que es probable que los datos de modelos animales apoyen cualquier 

solicitud de pruebas en seres humanos realizada a agencias reguladoras guber-

namentales (por ejemplo, la Food and Drug Administration estadounidense). 

En determinadas realizaciones, se identifican variantes mejoradas de doble espe-

cie realizando en primer lugar un ensayo de ADCC usando celulas efectoras 

15 humanas para encontrar variantes mejoradas, y realizando entonces un segundo 

ensayo de ADCC usando celulas efectoras de ratOn, rata o primate no humano 

para identificar un subconjunto de las variantes mejoradas que son variantes me-

joradas de doble especie. En algunas realizaciones, la presente descripci6n pro-

porciona metodos para identificar variantes mejoradas de doble especie que com-

20 prenden: a) proporcionar: i) celulas diana, ii) una composici6n que comprende una 

variante candidata de un polipeptido original que tiene al menos una parte de una 

regi6n Fc, en la que la variante candidata comprende al menos una sustituci6n de 

aminoacido en la region Fc, y en la que la variante candidata media en la citotoxi-

cidad de celulas diana en presencia de una primera especie (por ejemplo, ser 

25 humano) de celulas efectoras mas eficazmente que el polipeptido original, y iii) ce-

lulas efectoras de una segunda especie (por ejemplo, ratOn, rata o primate no 

humano), y b) incubar la composiciOn con las celulas diana en condiciones tales 

que la variante candidata se une a las celulas diana generando de ese modo celu-

las diana unidas a la variante candidata, c) mezclar las celulas efectoras de la se-

30 gunda especie con las celulas diana unidas a la variante candidata, y d) medir la 

citotoxicidad de celulas diana mediada por la variante candidata. 

En determinadas realizaciones, el metodo comprende ademas la etapa e) deter-

minar si la variante candidata media en la citotoxicidad de celulas diana en pre-

sencia de las celulas efectoras de la segunda especie mas eficazmente que el po-

���� ���������������	�
�������


��



 

lipeptido original. En algunas realizaciones, el metodo comprende ademas la eta-

pa f) identificar una variante candidata como una variante mejorada de doble es-

pecie que media en la citotoxicidad de celulas diana en presencia de las celulas 

efectoras de la segunda especie mas eficazmente que el polipeptido original. En 

5 realizaciones preferidas, las variantes de doble especie identificadas se seleccio-

nan entonces in vivo en uno o mas ensayos en animales. 

En determinadas realizaciones, se identifican variantes mejoradas de doble espe-

cie realizando en primer lugar un ensayo en sangre completa usando sangre 

humana para encontrar variantes mejoradas y luego realizando un segundo ensa-

10 yo en sangre completa usando sangre de rat6n, rata o primate no humano para 

identificar un subconjunto de las variantes mejoradas que son variantes mejora-

das de doble especie. En algunas realizaciones, la presente invencion proporcio-

na metodos para identificar variantes mejoradas de doble especie, que compren-

den: a) proporcionar: i) celulas diana, ii) una composici6n que comprende una va-

15 riante candidata de un polipeptido original que tiene al menos una parte de una 

region Fc, en la que la variante candidata comprende al menos una sustituci6n de 

aminoacido en la region Fc, y en la que la variante candidata media en el agota-

miento de celulas diana en presencia de sangre de una primera especie (por 

ejemplo, ser humano) mas eficazmente que el polipeptido original, y iii) sangre de 

20 una segunda especie (por ejemplo, rat6n, rata o primate no humano), y b) incubar 

la composici6n con las celulas diana en condiciones tales que la variante candida-

ta se une a las celulas diana generando de ese modo celulas diana unidas a la 

variante candidata, c) mezclar la sangre de la segunda especie con las celulas di-

ana unidas a la variante candidata, y d) medir el agotamiento de celulas diana 

25 mediado por la variante candidata. En determinadas realizaciones, el metodo 

comprende ademas la etapa e) determinar si la variante candidata media en el 

agotamiento de celulas diana en presencia de la sangre de la segunda especie 

mas eficazmente que el polipeptido original. En algunas realizaciones, el metodo 

comprende ademas la etapa f) identificar una variante candidata como una varian-

30 te mejorada de doble especie que media en el agotamiento de celulas diana en 

presencia de la sangre de la segunda especie mas eficazmente que el polipeptido 

original. En realizaciones preferidas, las variantes de doble especie identificadas 

se seleccionan entonces in vivo en uno o mas ensayos en animales. 
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En determinadas realizaciones, se identifican variantes mejoradas de doble espe-

cie realizando cualquiera de los ensayos anteriores usando componentes huma-

nos (por ejemplo, celulas humanas, FcR humano, etc.) para identificar variantes 

mejoradas, y luego realizando el mismo ensayo (o un ensayo diferente) con corn-

5 ponentes de animales no humanos (por ejemplo, celulas de ratOn, FcR de raton, 

etc.). En este sentido, puede identificarse un subconjunto de variantes que tienen 

un buen rendimiento segiin criterios dados en tanto ensayos basados en seres 

humanos como ensayos basados en una segunda especie. 

Un procedimiento a modo de ejemplo para identificar variantes mejoradas de do-

10 ble especie es tal como sigue. En primer lugar, se muta una secuencia de acid° 

nucleico que codifica para al menos una parte de una regiOn Fc de IgG de manera 

que la secuencia de aminoacidos expresada tiene al menos un cambio de ami-

noacido, generando de ese modo una variante. Esta variante de IgG expresada 

se caracteriza entonces en un ensayo de ADCC usando PBMC humanas o un 

15 subconjunto (celulas NK o macr6fagos, por ejemplo). Si se encuentra actividad de 

ADCC potenciada, entonces se selecciona la variante en un segundo ensayo de 

ADCC usando PBMC de ratOn o rata. Alternativamente, o ademas, puede reali-

zarse un ensayo con la variante para unirse a lineas celulares o receptores de 

roedores clonados. Finalmente, si se encuentra que la variante mejora en el se-

20 gundo ensayo, lo que la convierte en una variante mejorada doble, entonces la 

variante se selecciona in vivo en ratones o ratas. 

Moleculas que contienen regiones Fc variantes a modo de ejemplo 

La regiones Fc variantes pueden ser parte de moleculas mas grandes. Las mole-

25 culas mas grandes pueden ser, por ejemplo, anticuerpos monoclonales, anticuer-

pos policlonales, anticuerpos quimericos, anticuerpos humanizados, anticuerpos 

biespecificos, inmunoadhesinas, etc. Adicionalmente, una region Fc variante pue-

de estar operativamente unida a un polipeptido distinto de anticuerpo al que le 

puede conferir una semivida alterada (aumentada o disminuida). Como tal, es evi-

30 dente que existe una amplia gama de aplicaciones para las regiones Fc variantes. 

Anticuerpos que contienen reqiones Fc variantes 

En realizaciones preferidas, la molecula que contiene regiones Fc variantes (par 

���� ���������������	�
�������


��



 

ejemplo, polipeptido) es un anticuerpo. A continuacion se describen tecnicas para 

producir anticuerpos. 

(i) Seleccion v preparacion del antigen° 

5 

Generalmente, cuando la molecula que contiene regiones Fc variantes es un anti-

cuerpo, el anticuerpo se dirige contra antigen° de interes. Preferiblemente, el an-

tigen° es un polipeptido y la administracion del anticuerpo a un mamifero que pa-

dece una enfermedad o trastorno que se beneficiaria de una disminuciOn en la 

10 cantidad o la actividad de la molecula antigenica puede dar como resultado un 

beneficio terapeutico en ese mamifero. Sin embargo, tambien pueden emplearse 

anticuerpos dirigidos contra antigenos no polipeptidicos (tales como antigenos gli-

colipidicos asociados a tumor; vease la patente estadounidense 5.091.178). 

15 Los antigenos a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, moleculas tales 

como renina; una hormona de crecimiento, incluyendo hormona de crecimiento 

humana y hormona de crecimiento bovina; factor liberador de hormona de creci-

miento; hormona paratiroidea; hormona estimulante del tiroides; lipoproteinas; al-

fa-i-antitripsina; cadena A de la insulina; cadena B de la insulina; proinsulina; hor-

20 mona foliculoestimulante; calcitonina; hormona luteinizante; glucagOn; factores de 

coagulacion tales como factor VIIIC, factor IX, factor tisular (TF) y factor de von 

Willebrand; factores anticoagulantes tales como proteina C; peptido natriuretico 

auricular; tensioactivo pulmonar; un activador del plasminogen°, tal como uroci-

nasa o activador del plasminOgeno de tipo tisular (t-PA) o de orina humana; born-

25 besina; trombina; factor de crecimiento hematopoyetico, factor de necrosis tumo-

ral alfa y beta; encefalinasa; RANTES (regulador por activaciOn de celulas T ex-

presadas y secretadas normalmente); proteina inflamatoria de macrofagos huma-

nos (MIP-1-alfa); una albumina serica tal como albtamina serica humana; sustan-

cia inhibidora mulleriana; cadena A de la relaxina; cadena B de la relaxina; prore-

30 laxina; peptido asociado a gonadotropina de ratOn; una proteina microbiana, tal 

como beta-lactamasa; ADNasa; IgE; un antigen° asociado a linfocitos T citotoxi-

cos (CTLA), tal como CTLA-4; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF); receptores para hormonas o factores de crecimiento; proteina A 

o D; factores reumatoides; un factor neurotOfico tal como factor neurotOfico den-
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vado de hueso (BDNF), neurotrofina 3, 4, 5 6 6 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-6), o un 

factor de crecimiento nervioso; factor de crecimiento derivado de las plaquetas 

(PDGF); factor de crecimiento de fibroblastos tal como un FGF y FGF; factor de 

crecimiento epidermic° (EGF); factor de crecimiento transformante (TGF) tal como 

5 TGF-alfa y TGF beta, incluyendo TGF-1, TGF-2, TGF-3, TGF-4 o TGF-5; factor de 

crecimiento similar a la insulina 1 y II (IGF-I e IGF-II); des (1-3)-IGF-1 (IGF-I cere-

bral), proteinas de union a factor de crecimiento similar a la insulina; proteinas CD 

tales como CD3, CD4, CD8, CD19 y CD20; eritropoyetina; factores osteoinducto-

res; inmunotoxinas; una proteina morfogenetica 6sea (BMP); un factor de diferen-

10 ciaci6n del crecimiento (por ejemplo, GDF8); un interfer6n tal como interferon alfa, 

beta y gamma; factores estimuladores de colonias (CSF), por ejemplo, M-CSF, 

GM-CSF y G-CSF; interleucinas (IL), por ejemplo, de IL-I a IL-25; superoxido dis-

mutasa; receptores celulares 1-25; proteinas de membrana de superficie; factor 

de aceleraciOn de la descomposici6n; antigen° viral tal como, por ejemplo, una 

15 parte de la envuelta del SIDA; proteinas de transporte; receptores de direcciona-

miento; adresinas; proteinas reguladoras; integrinas tales como CD11 a, CD11 b, 

CD11 c, CD18, una ICAM, VLA4 y VCAM; un antigen° asociado a tumor tal como 

receptor HER2, HER3 o HER4; grelina; un miembro de una ruta de apoptosis; y 

fragmentos o precursores de cualquiera de los polipeptidos enumerados anterior-

20 mente.  

Los antigenos preferidos incluyen, pero no se limitan a, proteinas CD tales como 

CD3, CD4, CD8, CD19, CD20 y CD34; miembros de la familia del receptor de 

ErbB tal como el receptor de EGF, el receptor HER2, HER3 o HER4; moleculas 

25 de adhesion celular tales como LFA-1, Macl, p 150.95, VLA-4, ICAM-1, VCAM, in-

tegrina a41p7 e integrina Xv/p3 que incluye o bien 5 o bien subunidades de la 

misma (por ejemplo, anticuerpos anti-CD! I a, anti-CD 18 o anti-CD! 1 b); factores 

de crecimiento tales como VEGF; factor tisular (IF); interferOn alfa (a-IFN); facto-

res de diferenciaciOn del crecimiento, por ejemplo, GDF-8; una interleucina, tal 

30 como IL-8; IgE; antigenos del grupo sanguineo; receptor de flk2/flt3; receptor de 

obesidad (0B); receptor de mpl; CTLA-4; proteina C y grelina. 

Pueden usarse antigenos solubles o fragmentos de los mismos, opcionalmente 

conjugados con otras moleculas, como inmunOgenos para generar anticuerpos. 
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Para moleculas transmembrana, tales como receptores, pueden usarse fragmen-

tos de estos (por ejemplo, el dominio extracelular de un receptor) como inmunO-

geno. Alternativamente, pueden usarse celulas que expresan la molecula trans-

membrana como inmunogeno. Tales celulas pueden derivarse de una fuente na-

5 tura! (por ejemplo, lineas de celulas cancerosas) o pueden ser celulas que se han 

transformado mediante tecnicas recombinantes para expresar la molecula trans-

membrana. Otros antigenos y formas de los mismos utiles para preparar anticuer-

pos resultaran evidentes para el expert() en la tecnica. 

10 (ii) Anticuerpos policlonales 

La presente descripciOn proporciona anticuerpos policlonales con regiones Fc va-

riantes. Por ejemplo, un repertorio de inmunoglobulina humana que contiene re-

giones constantes de IgG1 modificadas puede transplantarse a ratones con inmu-

15 noglobulinas inactivadas, dando como resultado ratones que expresan un reperto-

rio de IgG que contiene regiones Fc modificadas (vease, por ejemplo, Mendez, MJ 

et al. , Nature Genetics 15:146 (1997)). Se generan anticuerpos policlonales prefe-

riblemente en animales mediante inyecciones subcutaneas (Sc) o intraperitonea-

les (ip) multiples del antigen° relevante y un adyuvante. Puede ser util conjugar el 

20 antigen° relevante con una proteina que es inmunogenica en la especie que va a 

inmunizarse (por ejemplo, hemocianina de lapa californiana, albtlmina serica, tiro-

globulina bovina o inhibidor de tripsina de soja) usando un agente bifuncional o de 

derivatizacion (por ejemplo, ester de maleimidobenzoilsulfosuccinimida para la 

conjugaciOn a traves de residuos de cisteina, N-hidroxisuccinimida para la conju-

25 gacion a traves de residuos de lisina, glutaraldehido, anhidrido succinico, SOC12, 

o R1N=C=NR, en el que R y R1 son grupos alquilo diferentes. 

Ejemplos de un protocolo de inmunizaciOn general para un conejo y un rat& son 

tal como siguen. Se inmunizan los animales frente al antigen°, los conjugados 

inmunogenicos o los derivados combinando, por ejemplo, 100 1.tg o 5 jig de la pro-

30 teina o el conjugado (por ejemplo, para un conejo o un rat6n respectivamente) 

con 3 volOmenes de adyuvante completo de Freund e inyectando la disolucion por 

via intradermica en multiples sitios. Un mes mas tarde se refuerzan los animales 

con 1/5 o 1/10 de la cantidad original de peptido o conjugado en adyuvante corn-

pleto de Freund mediante inyecciOn subcutanea en multiples sitios. De siete a ca-
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torce dias mas tarde se extrae sangre de los animales y se somete a ensayo el 

suero para determinar el titulo de anticuerpos. Se refuerzan los animales hasta la 

meseta del titulo. Preferiblemente, se refuerza al animal con el conjugado del 

mismo antigeno, pero conjugado con una proteina diferente y/o a traves de un re-

5 activo de reticulaciOn diferente. Tambien pueden preparase conjugados en cultivo 

de celulas recombinantes como fusiones de proteinas. Adernas, se usan adecua-

damente agentes de agregaciOn tales como alumbre para potenciar la respuesta 

inmunitaria. 

10 (iii) Anticuerpos monoclonales 

La presente descripci6n proporciona anticuerpos monoclonales con regiones Fc 

variantes. Pueden prepararse anticuerpos monoclonales de varia maneras, inclu-

yendo el uso del metodo del hibridoma (por ejemplo, tal como se describe por 

15 Kohler etal. , Nature, 256: 495, 1975), o mediante metodos de ADN recombinante 

(por ejemplo, patente estadounidense No. 4.816.567). 

En el metodo del hibridoma, se inmuniza un ratan u otro animal huesped apropia-

do, tal como un hamster o un macaco, para provocar linfocitos que producen o 

pueden producir anticuerpos que se uniran especificamente a la proteina usada 

20 para la inmunizacion. Alternativamente, pueden inmunizarse linfocitos in vitro . En-

tonces se fusionan linfocitos con celulas de mieloma usando un agente de fusi6n 

adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una celula de hibridoma. Las celu-

las de hibridoma asi preparadas se siembran y se hacen crecer en un medio de 

cultivo adecuado que contiene preferiblemente una o mas sustancias que inhiben 

25 el crecimiento o la supervivencia de las celulas de mieloma originales no fusiona-

das. Por ejemplo, si las celulas de mieloma originales carecen de la enzima hipo-

xantina guanina fosforibosil transferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo pa-

ra los hibridomas incluira normalmente hipoxantina, aminopterina y timidina (me-

dio HAT), sustancias que impiden el crecimiento de celulas deficientes en 

30 HGPRT.  

Las celulas de mieloma preferidas son aquellas que se fusionan eficazmente, so-

portan la produccion de anticuerpo de alto nivel estable por las celulas producto-

ras de anticuerpo seleccionadas y son sensibles a un medio tal como medio HAT. 

Entre ellas, las lineas de celulas de mieloma preferidas son lineas de mieloma 
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murinas, tales como las derivadas de tumores de ratOn MOPC-21 y MPC-1 I dis-

ponibles del Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego, California EE.UU., y 

(as celulas SP-2 o X63-Ag8-653 disponibles de la Coleccion Americana de Culti-

vos Tipo, Rockville, Mariland EE.UU. Tambien se han descrito lineas de celulas 

5 de mieloma humanas y de heteromieloma de ratOn-humanas para la producciOn 

de anticuerpos monoclonales humanos (por ejemplo, Kozbor, J. Immunol., 133: 

3001 (1984)). 

Se somete a prueba medio de cultivo en el que estan haciendose crecer celulas 

de hibridoma para determinar la produccion de anticuerpos monoclonales dirigi-

10 dos contra el antigen°. Preferiblemente, la especificidad de union de anticuerpos 

monoclonales producidos por celulas de hibridoma se determina mediante inmu-

noprecipitaciOn o mediante un ensayo de uniOn in vitro , tal como RIA o ELISA. 

Tras identificar las celulas de hibridoma que producen anticuerpos de la especifi-

cidad, afinidad y/o actividad deseadas, pueden subclonarse los clones mediante 

15 procedimientos de dilucion limitante y hacerse crecer mediante metodos conven-

cionales. Los medios de cultivo adecuados para este fin incluyen, por ejemplo, 

medio D-MEM o RPMI-1640. Adernas, las celulas de hibridoma pueden hacerse 

crecer in vivo como tumores asciticos en un animal. Los anticuerpos monoclona-

les secretados por los subclones se separan adecuadamente del medio de cultivo, 

20 liquid° ascitico o suero mediante procedimientos de purificacion de inmunoglobu-

linas convencionales tales como, por ejemplo, proteina A-Sepharose, cromatogra-

fia con hidroxilapatita, electroforesis en gel, dialisis o cromatografia de afinidad. 

El ADN que codifica para los anticuerpos monoclonales se aisla facilmente y se 

secuencia usando procedimientos convencional (por ejemplo, usando sondas oh-

25 gonucleotidicas que pueden unirse especificamente a genes que codifican para 

las cadenas pesada y ligera de los anticuerpos monoclonales). Las celulas de 

hibridoma sirven como fuente preferida de tal ADN. Una vez aislado, puede colo-

carse el ADN en vectores de expresiOn, que entonces se transfectan en celulas 

huesped tales como celulas de E. co/i, celulas COS de simio, celulas de ovario de 

30 hamster chino (CHO) o celulas de mieloma que no producen de otro modo protei-

na de inmunoglobulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en 

las celulas huesped recombinantes. La producci6n recombinante de anticuerpos 

se describe con mas detalle a continuaciOn. 
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En algunas realizaciones, se aislan anticuerpos o fragmentos de anticuerpo de bi-

bliotecas de fagos de anticuerpo generadas usando las tecnicas descritas, por 

ejemplo, en McCafferty et al. , Nature, 348: 552554 (1990). Clackson et al. , Nature, 

352:624-628 (1991) y Marks et al. , J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) describen el 

5 aislamiento de anticuerpos murinos y humanos, respectivamente, usando bibliote-

cas de fagos. Publicaciones posteriores describen la prod ucci6n de anticuerpos 

humanos de alta afinidad (intervalo de nM) mediante intercambio de cadenas 

(Marks et al. , BioTechnology, 10: 779-783 (1992)), asi como infecci6n combinato-

ria y recombinaci6n in vivo como estrategia para construir bibliotecas de fagos 

10 muy grandes (por ejemplo, Waterhouse et al. , Nuc. Acids. Res., 21: 2265-2266 

(1993)). Por tanto, estas tecnicas y tecnicas similares son alternativas viables a 

las tecnicas de hibridoma de anticuerpos monoclonales tradicionales bien conoci-

das en la tecnica para el aislamiento de anticuerpos monoclonales. Ademas, pue-

de modificarse el ADN, por ejemplo, sustituyendo la secuencia codificante por 

15 dominios constantes de cadena pesada y ligera humanos en lugar de las secuen-

cias murinas homOlogas (por ejemplo, patente estadounidense n.° 4.816.567, y 

Morrison, et al. , Proc. Nat. Acad. Sci USA, 81: 6851 (1984), o uniendo covalente-

mente a la secuencia que codifica para inmunoglobulina la totalidad o parte de la 

secuencia codificante para un polipeptido distinto de inmunoglobulina. 

20 Normalmente tales polipeptidos distintos de inmunoglobulina se sustituyen por los 

dominios constantes de un anticuerpo, o se sustituyen por los dominios variables 

de un sitio de combinacion de antigen° de un anticuerpo para crear un anticuerpo 

bivalente quimerico que comprende un sitio de combinaci6n de antigen° que tiene 

especificidad por un antigen° y otro sitio de combinacion de antigen° que tiene 

25 especificidad por un antigen° diferente. 

(iv) Anticuerpos humanizados v humanos 

La presente descripcion proporciona anticuerpos humanizados y humanos con 

30 regiones Fc variantes. En realizaciones preferidas, un anticuerpo humanizado 

comprende secuencias de aminoacidos de anticuerpo humano junto con residuos 

de aminoacido que no son de un anticuerpo humano. En algunas realizaciones, 

las secuencias humanas en un anticuerpo humanizado comprenden las regiones 

de entramado ("FR") y las secuencias o residuos que no son de un anticuerpo 
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humano comprenden una o mas CDR. Merece la pena indicar que las FR y las 

CDR pueden definirse basandose en la numeraciOn de residuos de aminoacido en 

las regiones pesada y VL. Se pretende que el termino CDR signifique los sitios de 

combinacion de antigen° no contiguos encontrados dentro de la region variable 

5 de polipeptidos de cadena tanto pesada como ligera. Estas regiones se han defi-

nido por Kabat et al. (J. Biol. Chem. 252: 6609-6616 (1977) y Kabat et al. 

Sequences of Proteins of Immunological Interest (1991); "Kabat", Chothia et al. (J . 

Mol. Biol. 196:901-917 (1987); "Chothia" y MacCallum et al (J . Mol. Biol 262:732- 

745 (1996); "MacCallum", en los que las definiciones incluyen residuos de ami-

10 noacido solapantes o subconjuntos de residuos de aminoacido cuando se compa-

ran entre si. No obstante, se pretende que la aplicaciOn de cualquiera de estas 

definiciones, solas (por ejemplo, la definicion de Kabat) o en combinaciOn (Unica-

mente a modo de ejemplo, la definici6n combinada de Kabat y Chothia) para refe-

rirse a una CDR de un anticuerpo (incluyendo un anticuerpo humanizado) este 

15 dentro del alcance del termino tal como se define y se usa en el presente docu-

mento. 

Ademas, se pretende que el termino "entramado", cuando se usa en referencia a 

una region variable de anticuerpo, signifique todos los residuos de aminoacido 

fuera de las regiones CDR dentro de la region variable de un anticuerpo. Por tan-

20 to, un entramado de regi6n variable tiene aproximadamente 100-120 aminoacidos 

de longitud pero se pretende que haga referencia Onicamente a los aminoacidos 

fuera de las CDR. Se pretende que el termino "region de entramado" signifique 

cada dominio del entramado que este separado por las CDR. Por tanto, para el 

ejemplo especifico de una region VH y para las CDR tal como se definen por Ka-

25 bat, region de entramado 1 (FR1) corresponde at dominio de la regi6n variable 

que abarca los aminoacidos 1-30; regi6n de entramado 2 (FR2) corresponde at 

dominio de la region variable que abarca los aminoacidos 36-49; regi6n 3 (FR3) 

corresponde al dominio de la regi6n variable que abarca los aminoacidos 66-94, y 

region 4 (FR4) corresponde al dominio de la region variable desde el aminoacido 

30 103 hasta el final de la regi6n variable. Las FR para la cadena ligera estan sepa-

radas de manera similar por cada una de las CDR de region variable de cadena 

ligera. De manera similar, usando la definiciOn de CDR de Chothia o MacCallum, 

o cualquier combinaci6n de definiciones de CDR, los limites de entramado estan 

separados por los extremos terminales de CDR respectivas tal como se describio 
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anteriormente. A pesar de las milltiples definiciones de CDR, en algunas realiza-

ciones se prefiere usar la definiciOn de Kabat para definir las CDR. 

Los residuos en un anticuerpo humanizado que no son de un anticuerpo humano 

pueden ser residuos o secuencias importados de, o derivados de, otra especie 

5 (incluyendo, pero sin limitarse a, ratan), o estas secuencias pueden ser secuen-

cias de aminoacidos al azar (por ejemplo, generadas a partir de secuencias de 

acid° nucleic° aleatorizadas), que se insertan en la secuencia de anticuerpo 

humanizado. Tal como se indicO anteriormente, las secuencias de aminoacidos 

humanas en un anticuerpo humanizado son preferiblemente las FR, mientras que 

10 los residuos que no son de un anticuerpo humano (tanto si se derivan de otra es-

pecie como Si son secuencias de aminoacidos al azar) corresponden preferible-

mente a las CDR. Sin embargo, en algunas realizaciones, una o mas FR pueden 

contener uno o mas residuos de aminoacido no humanos. En casos de alteracio-

nes o modificaciones (por ejemplo, mediante introducciOn de un residuo no huma-

15 no) en un entramado por lo demas humano, es posible que la FR alterada o modi-

ficada este adyacente a una CDR modificada de otra especie o una secuencia de 

CDR al azar, mientras que en otras realizaciones, una FR alterada no este adya-

cente a una secuencia de CDR alterada de otra especie o una secuencia de CDR 

al azar. En algunas realizaciones, las secuencias de entramado de un anticuerpo 

20 humanizado son completamente humanas (es decir, no se realiza ningim cambio 

de entramado en el entramado humano). En realizaciones preferidas, las secuen-

cias de entramado de un anticuerpo humanizado son completamente de lima 

germinal humana (es decir, no se realiza ningun cambio de entramado en el en-

tramado de lima germinal humana). 

25 Los residuos de aminoacido no humanos de otra especie, o una secuencia al 

azar, se denominan con frecuencia residuos "importados", que se toman normal-

mente de un dominio variable "importado". La humanizaciOn puede realizarse 

esencialmente siguiendo el metodo de Winter y colaboradores (por ejemplo, Jo-

nes et al. , Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann etal. , Nature, 332: 323-327 

30 (1988); Verhoeyen etal. , Science, 239: 1534-1536 (1988)), sustituyendo CDR de 

roedor (u otro mamffero) o secuencias de CDR par las secuencias correspondien-

tes de un anticuerpo humano. Adernas, tambien pueden generarse anticuerpos en 

los que sustancialmente menos que un dominio variable humano intacto se ha 

sustituido por la secuencia correspondiente de una especie no humana (par 
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ejemplo, patente estadounidense 4.816.567). En la practica, normalmente los an-

ticuerpos humanizados son anticuerpos humanos en los que algunos residuos de 

CDR y posiblemente algunos residuos de FR se sustituyen por residuos de sitios 

analogos en anticuerpos de roedor o, tal como se indic6 anteriormente, en los que 

5 se han sustituido secuencias de CDR por secuencias al azar. Onicamente a modo 

de ejemplo no limitativo, se describen metodos para conferir afinidad de union a 

CDR donadora a un entramado de regi6n variable aceptora de anticuerpo en el 

documento WO 01/27160 Al, y en las solicitudes de patente estadounidense con 

nOmeros de serie 09/434.870 y 09/982.464. 

10 La elecciOn de dominios variables humanos, tanto ligero como pesado, que van a 

usarse en la preparaci6n de los anticuerpos humanizados es importante para re-

ducir la antigenicidad. SegOn el denominado metodo de "ajuste Optimo", se ex-

amina la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor que va a 

humanizarse con respecto a la biblioteca completa de secuencias de dominio va-

15 riable humano conocidas. Entonces se acepta la secuencia humana que es mas 

pr6xima a la del roedor como entramado humano (FR) para el anticuerpo humani-

zado (por ejemplo, Sims et al. , J. Immnunol., 151: 2296 (1993), y Chothia et al. , J. 

Mol. Biol., 196: 901 (1987)). Otro metodo usa un entramado particular derivado de 

la secuencia consenso de todos los anticuerpos humanos de un subgrupo particu-

20 lar de cadenas ligera o pesada. Puede usarse el mismo entramado para varios 

anticuerpos humanizados diferentes (por ejemplo, Carter et al. , Proc. Natl. Acad. 

Sci. USA, 89: 4285 (1992); Presta et al. , J. Immunol., 151: 2623 (1993)). 

En otras realizaciones, no hay necesidad de "seleccionar previamente" un entra-

mado de anticuerpo humano particular (es decir, no hay necesidad de seleccionar 

25 un entramado humano con la homologia o identidad de secuencia mas prOxima a 

un anticuerpo candidato dado que va a humanizarse). En estas realizaciones, 

puede usarse un entramado humano corm:in o universal para aceptar una o mas 

CDR no humanas. En la realizacion preferida, se usa un unico entramado univer-

sal, completamente humano, como entramado para todos los anticuerpos que van 

30 a humanizarse, independientemente de su homologia con la(s) secuencia(s) de 

entramado de los anticuerpos candidatos. Con respecto a esto, pueden generarse 

anticuerpos humanizados sin realizar ningim cambio en la region de entramado. 

Este entramado universal, completamente humano, puede aceptar entonces una 

o mas secuencias de CDR. En una realizaciOn, la una o mas secuencias de CDR 
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son secuencias de CDR de un anticuerpo de otra especie (por ejemplo, rat6n o ra-

ta) que se han modificado en comparacion con la CDR correspondiente en el anti-

cuerpo intacto de la otra especie (es decir, hay una introducci6n simultanea de la 

CDR y modificaci6n de la CDR que esta introduciendose en el entramado humano 

5 universal). La modificaciOn corresponde a uno o mas cambios de aminoacidos (en 

la CDR modificada) en comparaci6n con la CDR correspondiente en el anticuerpo 

intacto de la otra especie. En una realizaciOn, se incluyen todos los residuos de 

aminoacido en la CDR en una biblioteca, mientras que en otras realizaciones, no 

se incluyen todos los residuos de aminoacido de CDR en una biblioteca. En otra 

10 realizaciOn, la una o mas secuencias de CDR son secuencias al azar, que sustitu-

yen a secuencias de CDR. 

En realizaciones preferidas, se humanizan anticuerpos con retenciOn de alta afini-

dad por el antigen° y otras propiedades biolOgicas favorables. En algunas realiza-

ciones, la afinidad del anticuerpo humanizado por el antigen° es superior a la afi-

15 nidad del anticuerpo intacto, no humanizado, correspondiente o fragmento o parte 

del mismo (por ejemplo, el anticuerpo de roedor candidato). Con respecto a esto, 

en algunas realizaciones, se preparan anticuerpos humanizados mediante un pro-

cedimiento de analisis de las secuencias originales y diversos productos humani-

zados conceptuales usando modelos tridimensionales de las secuencias origina-

20 les y humanizadas. Hay modelos de inmunoglobulina tridimensionales corniin-

mente disponibles y resultan familiares para los expertos en la tecnica. Hay pro-

gramas informaticos disponibles que ilustran y presentan estructuras conforma-

cionales tridimensionales probables de secuencias de inmunoglobulina candidatas 

seleccionadas. La inspecci6n de estas presentaciones permite el analisis del pa-

25 pel probable de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de inmunoglo-

bulina candidata, es decir, el analisis de residuos que influyen en la capacidad de 

la inmunoglobulina candidata para unirse a su antigen°. De esta manera, pueden 

seleccionarse y combinarse residuos de FR del receptor y secuencias importadas 

de modo que se logra la caracteristica de anticuerpo deseada, tal como afinidad 

30 aumentada por el/los antigeno(s) diana. En general, los residuos de CDR estan 

implicados directamente y muy sustancialmente en influir sobre la uni6n a antige-

no. 
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Puede emplearse una variedad de metodos especificos, bien conocidos por un 

expert° en la tecnica, para introducir CDR de anticuerpo (o secuencias al azar 

que sustituyen a CDR de anticuerpo) en entramados de anticuerpo (veanse, por 

ejemplo, las solicitudes estadounidenses 09/434.879 y 09/982.464). En algunas 

5 realizaciones, pueden usarse oligonucleOtidos solapantes para sintetizar un gen 

de anticuerpo, o parte del mismo (por ejemplo, un gen que codifica para un anti-

cuerpo humanizado). En otras realizaciones, puede Ilevarse a cabo la mutagene-

sis de un molde de anticuerpo usando los metodos de Kunkel (citado a continua-

cion), por ejemplo para introducir una CDR modificada o una secuencia al azar 

10 para sustituir a una CDR. En algunas realizaciones, se humanizan por separado 

regiones variables de cadena ligera y pesada, y despues se coexpresan como 

una regi6n variable humanizada. En otras realizaciones, regiones variables 

humanizadas constituyen la regi6n variable de un anticuerpo intacto. En algunas 

realizaciones, la region Fc del anticuerpo intacto que comprende una regi6n va-

15 riable humanizada se ha modificado (por ejemplo, se ha realizado al menos una 

modificaciOn de aminoacido en la regi6n Fc). Por ejemplo, un anticuerpo que se 

ha humanizado con CDR aleatorizada y sin cambios de entramado puede corn-

prender al menos una modificaci6n de aminoacido en la regi6n Fc. 

En otras realizaciones, se emplean animales transgenicos (por ejemplo, ratones) 

20 que pueden, tras inmunizacion, producir un repertorio completo de anticuerpos 

humanos en ausencia de producci6n de inmunoglobulina end6gena. Por ejemplo, 

se ha descrito que la deleciOn homocigota del gen de la regi6n de uni6n (JH) de 

cadena pesada de anticuerpo en ratones mutantes quimericos y de linea germinal 

da como resultado la completa inhibiciOn de la producci6n de anticuerpo endOge-

25 no. La transferencia de la matriz genica de inmunoglobulina de linea germinal 

humana en ratones mutantes de linea germinal de este tipo dart como resultado 

la producciOn de anticuerpos humanos tras la exposiciOn a antigen° (veanse, por 

ejemplo, Jakobovits et al. , Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 2551 (1993), y Jakobo-

vits et al. , Nature, 362: 255-258 (1993)). Tambien pueden derivarse anticuerpos 

30 humanos de bibliotecas de presentaci6n en fago (por ejemplo, Hoogenboom et 

al. , J. Mol. Biol., 227: 381 (1991), y Vaughan et a/., Nature Biotech 14: 309 

(1996)). 
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La presente descripci6n proporciona metodos para generar anticuerpos humani-

zados (y fragmentos de anticuerpo) que comprenden al menos una sustituciOn de 

aminoacido enumerada en la tabla 1 en el presente documento, en la region Fc 

(en comparaci6n con un polipeptido original que comprende una regi6n Fe sin la 

5 sustituci6n de aminoacido). A continuaci6n se comentan metodos adicionales pa-

ra generar tales anticuerpos humanizados. La presente descripci6n tambien pro-

porciona composiciones que comprenden los anticuerpos y fragmentos de anti-

cuerpo generados mediante esos metodos. De manera importante, los metodos 

de humanizaciOn comentados a continuaci6n, y otros metodos de humanizaci6n 

10 (por ejemplo, comentados anteriormente), pueden combinarse con las regiones 

Fc variantes. Con respecto a esto, pueden construirse anticuerpos humanizados 

con regiones Fc alteradas, unicas. 

En algunas realizaciones, se proporciona un metodo de construcci6n de una po-

blacion de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada, que compren-

15 de: a) proporcionar una representaci6n de secuencias de aminoacidos de referen-

cia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de referencia la se-

cuencia de una region VH donadora, comprendiendo la region variable donadora 

i) FR y ii) tres CDR tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y 

Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la secuencia de una 

20 regi6n VH aceptora que comprende FR; b) sintetizar primeros oligonucleOtidos  

que codifican para partes de las FR de la regi6n VH aceptora, en el que las partes 

de las FR en comparacion con la segunda secuencia de referencia no estan modi-

ficadas; y una poblaciOn de segundos oligonucleOtidos, que codifican cada uno 

para i) al menos una parte de una primera CDR que se ha modificado, seleccio-

25 nandose la primera CDR del grupo que consiste en HCDR1, HCDR2 y HCDR3, 

en el que la primera CDR modificada comprende un aminoacido diferente en una 

o mas posiciones en comparaciOn con las CDR donadoras correspondientes de la 

primera secuencia de referencia y ii) una o mas partes de FR no modificadas que 

pueden hibridarse con los primeros oligonucleOtidos; c) mezclar los primeros oli-

30 gonucleOtidos con la poblaciOn de segundos oligonucleotidos para crear oligonu-

cleOtidos solapantes; y d) tratar los oligonucleotidos solapantes en condiciones ta-

les que se construye una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para region 

VH alterada, en el que las FR codificadas por los acidos nucleicos que codifican 
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para regi6n VH alterada no estan modificadas con respecto a la segunda secuen-

cia de referencia. 

En otras realizaciones, se proporciona un metodo de construcci6n de una pobla-

ciOn de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada, que comprende: 

5 a) proporcionar una representaci6n de secuencias de aminoacidos de referencia 

primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de referencia la secuen-

cia de una region VL donadora, comprendiendo la region variable donadora i) FR 

y ii) tres CDR tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y 

Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la secuencia de una 

10 regi6n VL aceptora que comprende FR; b) sintetizar primeros oligonucleOtidos que 

codifican para partes de las FR de la region VL aceptora, en el que las partes de 

las FR en comparaciOn con la segunda secuencia de referencia no estan modifi-

cadas; y una poblaciOn de segundos oligonucleotidos, que codifican cada uno pa-

ra i) al menos una parte de una primera CDR que se ha modificado, seleccionan-

15 dose la primera CDR del grupo que consiste en LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en el 

que la primera CDR modificada comprende un aminoacido diferente en una o mas 

posiciones en comparaci6n con las CDR donadoras correspondientes de la prime-

ra secuencia de referencia y ii) una o mas partes de FR no modificadas que pue-

den hibridarse con los primeros oligonucleOtidos; c) mezclar los primeros oligonu-

20 cleOtidos con la poblaciOn de segundos oligonucleOtidos para crear oligonucleoti-

dos solapantes; y d) tratar los oligonucleOtidos solapantes en condiciones tales 

que se construye una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para region VL 

alterada, en el que las FR codificadas por los acidos nucleicos que codifican para 

regiOn VL alterada no estan modificadas con respecto a la segunda secuencia de 

25 referencia.  

En algunas realizaciones, se contempla un metodo de construed& de una pobla-

ciOn de acidos nucleicos que codifican para regi6n VH alterada, que comprende: 

A) proporcionar una representaci6n de secuencias de aminoacidos de referencia 

primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de referencia la secuen-

30 cia de una region VH donadora, comprendiendo la regi6n variable donadora i) FR 

y ii) tres CDR tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y 

Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la secuencia de una 

region VH aceptora que comprende FR; B) sintetizar una poblaciOn de primeros 

oligonucleOtidos, codificando cada uno para al menos una parte de una primera 
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CDR seleccionada del grupo que consiste en HCDR1, HCDR2 y HCDR3, en el 

que la primera CDR modificada comprende un aminoacido diferente en una o mas 

posiciones en comparaci6n con las CDR donadoras correspondientes de la prime-

ra secuencia de referenda; y segundos oligonucleOtidos que codifican para i) par-

5 tes de las FR de la regi6n VH aceptora, en el que las partes de las FR en compa-

racion con la secuencia de referencia no estan modificadas y ii) una o mas partes 

de una CDR que pueden hibridarse con la poblaciOn de primeros oligonucleOtidos; 

C) mezclar la poblaciOn de primeros oligonucleOtidos con los segundos oligonu-

cleotidos para crear oligonucleOtidos solapantes; y D) tratar los oligonucleotidos 

10 solapantes en condiciones tales que se construye una poblaciOn de acidos nuclei-

cos que codifican para regi6n VH alterada, en el que las FR codificadas por los 

acidos nucleicos que codifican para regi6n VH alterada no estan modificados con 

respecto a la segunda secuencia de referencia. 

En otras realizaciones, se proporciona un metodo de construccion de una pobla-

15 ci6n de acidos nucleicos que codifican para regi6n VL alterada, que comprende: 

A) proporcionar una representaci6n de secuencias de aminoacidos de referencia 

primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de referencia la secuen-

cia de una regi6n VL donadora, comprendiendo la regi6n variable donadora i) FR 

y ii) tres CDR tat como se define por las definiciones combinadas de Kabat y 

20 Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la secuencia de una 

regi6n VL aceptora que comprende FR; B) sintetizar a) una poblacion de primeros 

oligonucleotidos, codificando cada uno para al menos una parte de una primera 

CDR seleccionada del grupo que consiste en LCDR1, LCDR2 y LCDR3, en el que 

la primera CDR modificada comprende un aminoacido diferente en una o mas p0-

25 siciones en comparacion con las CDR donadoras correspondientes de la primera 

secuencia de referencia; y b) segundos oligonucleotidos que codifican para i) par-

tes de las FR de la regi6n VL aceptora, en el que las partes de las FR en compa-

raciOn con la secuencia de referencia no estan modificadas y ii) una o mas partes 

de una CDR que pueden hibridarse con la poblaciOn de primeros oligonucleOtidos; 

30 C) mezclar la poblaciOn de primeros oligonucleOtidos con los segundos oligonu-

cleOtidos para crear oligonucleOtidos solapantes; y D) tratar los oligonucleOtidos 

solapantes en condiciones tales que se construye una poblacion de acidos nuclei-

cos que codifican para region VL alterada, en el que las FR codificadas por los 
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acidos nucleicos que codifican para regiOn VL alterada no estan modificadas con 

respecto a la segunda secuencia de referencia. 

En algunas realizaciones, la representaciOn de secuencias de referencia primera y 

segunda es en forma electronica. En algunas realizaciones, el metodo comprende 

5 ademas la etapa de (e) coexpresar la poblacion de acidos nucleicos que codifican 

para regi6n VH alterada con un acid° nucleico que codifica para regiOn variable 

de cadena ligera para producir una poblaciOn diversa de regiones variables hete-

romericas alteradas. En algunas realizaciones, la sintesis comprende sintesis 

quimica. En algunas realizaciones, el aceptor es humano. En algunas realizacio-

10 nes, el tratamiento de la etapa (d) comprende la extensiOn mediante una polime-

rasa. 

En otras realizaciones, se contempla un metodo de construccion de una poblaciOn 

de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada, que comprende: a) 

proporcionar una representacion de secuencias de aminoacidos de referencia 

15 primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de referencia la secuen-

cia de una regi6n VH donadora, comprendiendo la regi6n variable donadora i) FR 

y ii) tres CDR, comprendiendo la segunda secuencia de referencia una regi6n VH; 

b) sintetizar una poblaciOn de secuencias genicas de anticuerpo de region VH al-

terada, en el que las FR de las regiones VH alteradas son identicas a las FR de la 

20 segunda secuencia de referencia y al menos una primera CDR de las regiones 

variables de anticuerpo alteradas se ha modificado, en el que la primera CDR 

modificada comprende un aminoacido diferente en una o mas posiciones en corn-

paracion con la CDR donadora correspondiente de la primera secuencia de refe-

rencia. 

25 En algunas realizaciones, se contempla un metodo de construcci6n de una pobla-

ciOn de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada, que comprende: 

a) proporcionar una representacion de secuencias de aminoacidos de referencia 

primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de referencia la secuen-

cia de una region VL donadora, comprendiendo la region variable donadora i) FR 

30 y ii) tres CDR; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la secuencia 

de una region VL aceptora que comprende FR; b) sintetizar una poblaciOn de se-

cuencias genicas de anticuerpo de regi6n VL alterada, en el que las FR de las re-

giones VL alteradas son identicas a las FR de la segunda secuencia de referencia 

y al menos una primera CDR de la region VL de anticuerpo alterada se ha modifi-
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cado, en el que la primera CDR modificada comprende un aminoacido diferente 

en una o mas posiciones en comparaciOn con la CDR donadora correspondiente 

de la primera secuencia de referencia. 

En algunas realizaciones, la representaciOn de secuencias de referencia primera y 

5 segunda es en forma electronica. En algunas realizaciones, el metodo comprende 

ademas la etapa de coexpresar la poblaciOn de acidos nucleicos que codifican pa-

ra regi6n VL alterada con un acid° nucleico que codifica para regi6n VH para pro-

ducir una poblaciOn diversa de regiones variables heteromericas alteradas. En al-

gunas realizaciones, el aceptor es humano. En algunas realizaciones, la sintesis 

10 implica el uso de oligonucleOtidos solapantes. 

Aim en otras realizaciones, se contempla un metodo de construcciOn de una po-

blacion de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada, que compren-

de: a) proporcionar una representaci6n de una secuencia de aminoacidos de refe-

rencia, comprendiendo la secuencia de referencia la secuencia de una regi6n VH 

15 aceptora que comprende FR; b) sintetizar una poblaciOn de secuencias genicas 

de anticuerpo de regi6n VH alterada, en el que las FR de las regiones VH altera-

das son identicas a las FR de la secuencia de referencia y al menos una primera 

CDR de las regiones variables de anticuerpo alteradas comprende una secuencia 

de aminoacidos al azar. 

20 En otras realizaciones, se contempla un metodo de construccion de una poblacion 

de acidos nucleicos que codifican para regi6n VL alterada, que comprende: a) 

proporcionar una representaciOn de una secuencia de aminoacidos de referencia, 

comprendiendo la secuencia de referencia la secuencia de una regi6n VL acepto-

ra que comprende FR; b) sintetizar una poblaciOn de secuencias genicas de anti-

25 cuerpo de regiOn VL alterada, en el que las FR de las regiones VL alteradas son 

identicas a las FR de la secuencia de referencia y al menos una primera CDR de 

las regiones VL de anticuerpo alteradas comprende una secuencia de aminoaci-

dos al azar. 

Aim en otras realizaciones, se contempla un metodo de construccion de una po-

30 blaciOn de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada, que compren-

de: a) proporcionar una representacion de una secuencia de aminoacidos de refe-

rencia, comprendiendo la secuencia de referencia la secuencia de una region VH 

aceptora humana que comprende FR; b) sintetizar una poblacion de secuencias 

genicas de anticuerpo de regi6n VH alterada, en el que las FR de las regiones VH 

���� ���������������	�
�������


��



 

alteradas son identicas a las FR de la secuencia de referenda humana y al menos 

una primera CDR de las regiones variables de anticuerpo alteradas comprende 

una secuencia de aminoacidos al azar. En algunas realizaciones, la representa-

cion de la secuencia de referenda humana es en forma electrOnica. 

5 En otras realizaciones, se contempla un metodo de construcciOn de una poblacion 

de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada, que comprende: a) 

proporcionar una representaci6n de una secuencia de aminoacidos de referencia, 

comprendiendo la secuencia de referencia la secuencia de una region VL acepto-

ra humana que comprende FR; b) sintetizar una poblacion de secuencias genicas 

10 de anticuerpo de region VL alterada, en el que las FR de las regiones VL altera-

das son identicas a las FR de la secuencia de referencia humana y al menos una 

primera CDR de las regiones VL de anticuerpo alteradas comprende una secuen-

cia de aminoacidos al azar. 

En algunas realizaciones, la representaci6n de la secuencia de referencia es en 

15 forma electrOnica. En algunas realizaciones, el metodo comprende adernas la 

etapa de coexpresar la poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para region 

VL alterada con un acido nucleico que codifica para regi6n VH para producir una 

poblaciOn diversa de regiones variables heteromericas alteradas. En algunas rea-

lizaciones, la sintesis implica el uso de oligonucleotidos solapantes. En algunas 

20 realizaciones, las CDR se definen mediante la definici6n de Kabat. 

En algunas realizaciones, se modifican una o mas FR simultaneamente con la in-

troduccion de una o mas CDR modificadas. En otras realizaciones, los entrama-

dos modificados estan adyacentes a las CDR modificadas. 

En algunas realizaciones, la presente descripcion proporciona metodos de cons-

25 trucciOn de una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para regiOn VH alte-

rada, que comprenden: a) proporcionar una representaciOn de secuencias de 

aminoacidos de referenda primera y segunda, comprendiendo la primera secuen-

cia de aminoacidos de referencia la secuencia de una regi6n VH donadora, corn-

prendiendo la region variable donadora i) FR y ii) tres CDR tal como se define por 

30 las definiciones combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda se-

cuencia de aminoacidos de referencia la secuencia de una region VH aceptora 

que comprende FR; b) sintetizar a) una primera poblaciOn de oligonucleotidos, 

que comprende oligonucleOtidos que codifican para una FR de region VH modifi-

cada, o parte de la misma, en los que la FR de region VH, o parte de la misma, 
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contiene una pluralidad de aminoacidos cambiados en una o mas posiciones en 

comparaciOn con la secuencia de referencia de region de entramado aceptora, en 

los que las posiciones de entramado que se cambian se seleccionan de entre las 

posiciones de entramado aceptoras de la segunda secuencia de referencia que se 

5 diferencian en la posiciOn correspondiente en comparaci6n con las posiciones de 

entramado donadoras de la primera secuencia de referenda; y b) una segunda 

poblaciOn de oligonucleOtidos, que codifican cada uno para i) al menos una CDR 

modificada, o parte de la misma, en los que la CDR modificada, o parte de la 

misma, comprende un aminoacido diferente en una o mas posiciones en compa-

10 raci6n con la secuencia de referencia de aminoacidos de CDR donadora corres-

pondiente y ii) una o mas partes de FR adyacentes que pueden hibridarse con la 

primera poblaciOn de oligonucleOtidos; y c) mezclar las poblaciones de oligonu-

cleOtidos primera y segunda para crear oligonucleotidos solapantes; y d) tratar los 

oligonucleOtidos solapantes en condiciones tales que se construye una poblaciOn 

15 de acidos nucleicos que codifican para regi6n VH alterada. En determinadas reali-

zaciones, la representacion de secuencias de referenda primera y segunda es en 

forma electronica. En otras realizaciones, los metodos comprenden adernas la 

etapa de (e) coexpresar la poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para re-

gion VH alterada con un acid° nucleico que codifica para regi6n VL para producir 

20 una poblacion diversa de regiones variables heteromericas alteradas. En realiza-

ciones adicionales, la sintesis comprende sintesis quimica. En algunas realizacio-

nes, el aceptor es humano. En realizaciones preferidas, la una o mas de la pobla-

cion diversa de regiones variables heteromericas alteradas son parte de un anti-

cuerpo que comprende una regi6n Fc, en el que la region Fc comprende al menos 

25 una sustitucion de aminoacido en comparacion con un polipeptido original que tie-

ne una region Fc. 

En otras realizaciones, la presente descripciOn proporciona metodos de construc-

ciOn de una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada, 

que comprenden: a) proporcionar una representaciOn de secuencias de aminoaci-

30 dos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de 

aminoacidos de referencia la secuencia de una region VL donadora, compren-

diendo la region variable donadora i) FR y ii) tres CDR tal como se define por las 

definiciones combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuen-

cia de aminoacidos de referencia la secuencia de una region VL aceptora que 
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comprende FR; b) sintetizar a) una primera poblacion de oligonucleotidos, que 

comprende oligonucleotidos que codifican para una FR de region VL modificada, 

o parte de la misma, en los que la regi6n de entramado de regi6n VL, o parte de la 

misma, contiene una pluralidad de aminoacidos cambiados en una o mas posicio-

5 nes en comparaci6n con la secuencia de referencia de regi6n de entramado acep-

tora, en los que las posiciones de entramado que se cambian se seleccionan de 

entre las posiciones de entramado aceptoras de la segunda secuencia de refe-

rencia que se diferencian en la posici6n correspondiente en comparaciOn con las 

posiciones de entramado donadoras de la primera secuencia de referencia; y b) 

10 una segunda poblacion de oligonucleotidos, que codifican cada uno para i) al me-

nos una CDR modificada, o parte de la misma, en los que la CDR modificada, o 

parte de la misma, comprende un aminoacido diferente en una o mas posiciones 

en comparaciOn con la secuencia de referencia de aminoacidos de CDR donadora 

correspondiente y ii) una o mas partes de FR adyacentes que pueden hibridarse 

15 con la primera poblaciOn de oligonucleotidos; y c) mezclar las poblaciones de oli-

gonucleOtidos primera y segunda para crear oligonucleOtidos solapantes; y d) tra-

tar los oligonucleOtidos solapantes en condiciones tales que se construye una po-

blaciOn de acidos nucleicos que codifican para regi6n VL alterada. En otras reali-

zaciones, la representaci6n de secuencias de referencia primera y segunda es en 

20 forma electrOnica. En realizaciones adicionales, los metodos comprenden adernas 

la etapa de (e) coexpresar la poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para re-

gi6n VL alterada con un acido nucleico que codifica para regi6n variable de cade-

na pesada para producir una poblaciOn diversa de regiones variables heteromeri-

cas alteradas. 

25 En algunas realizaciones, los metodos comprenden a) proporcionar una represen-

tacion de secuencias de aminoacidos de referencia primera y segunda, compren-

diendo la primera secuencia de aminoacidos de referencia la secuencia de una 

region VH donadora, comprendiendo la region variable donadora i) FR y ii) tres 

CDR tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y Chothia; 

30 comprendiendo la segunda secuencia de aminoacidos de referencia la secuencia 

de una regi6n VH aceptora que comprende FR; b) sintetizar a) una primera pobla-

ciOn de oligonucleotidos, que comprende oligonucleOtidos que codifican para una 

regiOn de entramado de regi6n VH modificada, o parte de la misma, en los que la 

FR de region VH, o parte de la misma, contiene una pluralidad de aminoacidos 
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cambiados en una o mas posiciones en comparaci6n con la secuencia de refe-

rencia de FR aceptora en los que las posiciones de entramado que se cambian se 

seleccionan de entre las posiciones de entramado aceptoras de la segunda se-

cuencia de referencia que se diferencian en la posiciOn correspondiente en corn-

s paraci6n con las posiciones de entramado donadoras de la primera secuencia de 

referencia; y b) una segunda poblacion de oligonucleotidos, que codifican cada 

uno para i) al menos una CDR modificada, o parte de la misma, en los que la 

CDR mod ificada, o parte de la misma, comprende un aminoacido diferente en una 

o mas posiciones en comparaciOn con la secuencia de referenda de aminoacidos 

10 de CDR donadora correspondiente y ii) una o mas partes de FR adyacentes que 

pueden hibridarse con la primera poblacion de oligonucleotidos; y c) mezclar las 

poblaciones de oligonucleOtidos primera y segunda para crear oligonucleOtidos 

solapantes; y d) extender los oligonucleOtidos solapantes con una ADN polimera-

sa en condiciones tales que se construye una poblacion de acidos nucleicos que 

15 codifican para region VH alterada. 

Todavia en otras realizaciones, la presente descripcion proporciona metodos de 

construcciOn de una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para region VL 

alterada, que comprenden: a) proporcionar una representaciOn de secuencias de 

aminoacidos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuen-

20 cia de aminoacidos de referenda la secuencia de una regi6n VL donadora, corn-

prendiendo la region variable donadora i) FR y ii) tres CDR tal como se define por 

las definiciones combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda se-

cuencia de aminoacidos de referencia la secuencia de una regi6n VL aceptora 

que comprende FR; b) sintetizar a) una primera poblaciOn de oligonucleOtidos, 

25 que comprende oligonucleotidos que codifican para una FR de region VL modifi-

cada, o parte de la misma, en los que la FR de region VL, o parte de la misma, 

contiene una pluralidad de aminoacidos cambiados en una o mas posiciones en 

comparaciOn con la secuencia de referencia de FR aceptora, en los que las posi-

ciones de entramado que se cambian se seleccionan de entre las posiciones de 

30 entramado aceptoras de la segunda secuencia de referencia que se diferencian 

en la posiciOn correspondiente en comparaci6n con las posiciones de entramado 

donadoras de la primera secuencia de referencia; y b) una segunda poblaciOn de 

oligonucleOtidos, que codifican cada uno para i) al menos una CDR modificada, o 

parte de la misma, en los que la CDR modificada, o parte de la misma, compren-
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de un aminoacido diferente en una o mas posiciones en comparacion con la se-

cuencia de referencia de aminoacidos de CDR donadora correspond iente y ii) una 

o mas partes de FR adyacentes que pueden hibridarse con la primera poblaciOn 

de oligonucleotidos; y c) mezclar las poblaciones de oligonucleOtidos primera y 

5 segunda para crear oligonucleOtidos solapantes; y d) extender los oligonucleOti-

dos solapantes con una ADN polimerasa en condiciones tales que se construye 

una poblacion de acidos nucleicos que codifican para regiOn VL alterada. 

En algunas realizaciones, se introducen una o mas modificaciones en el entrama-

do, simultaneamente con la introducci6n de una o mas CDR modificadas. Las 

10 CDR modificadas pueden comprender una o mas alteraciones de aminoacido en 

comparaci6n con la CDR de una secuencia de referencia. En determinadas reali-

zaciones, los metodos de construcci6n de una poblaciOn de acidos nucleicos que 

codifican para region VH alterada, comprenden: a) proporcionar una representa-

ci6n de secuencias de aminoacidos de referencia primera y segunda, compren-

15 diendo la primera secuencia de aminoacidos de referencia la secuencia de una 

regi6n VH donadora, comprendiendo la region variable donadora i) FR y ii) tres 

CDR tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y Chothia; 

comprendiendo la segunda secuencia de aminoacidos de referencia la secuencia 

de una regi6n VH aceptora que comprende FR; b) sintetizar i) una primera pobla-

20 ciOn de oligonucleOtidos, que codifican cada uno para al menos una CDR modifi-

cada, en los que la CDR modificada comprende un aminoacido diferente en una o 

mas posiciones en comparacion con la secuencia de referencia de aminoacidos 

de CDR donadora correspondiente; y ii) una segunda poblacion de oligonucleOti-

dos, que comprende oligonucleotidos que codifican para partes modificadas de un 

25 entramado de region VH, conteniendo la parte modificada una pluralidad de ami-

noacidos cambiados en una o mas posiciones en comparacion con la secuencia 

de referencia de region de entramado aceptora, en los que las posiciones de en-

tramado que se cambian se seleccionan de entre las posiciones de entramado 

aceptoras de la segunda secuencia de referencia que se diferencian en la posi-

30 ci6n correspondiente en comparaci6n con las posiciones de entramado donadoras 

de la primera secuencia de referencia; c) mezclar las poblaciones de oligonucle6- 

tidos primera y segunda en condiciones tales que al menos una parte de los oli-

gonucleOtidos se hibridan para crear oligonucleOtidos solapantes; y d) tratar los 

oligonucleotidos solapantes en condiciones tales que se construye una poblaciOn 
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de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada. En determinadas reali-

zaciones, la representaciOn de secuencias de referencia primera y segunda es en 

forma electrOnica. En realizaciones adicionales, los metodos comprenden adernas 

la etapa de (e) coexpresar la poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para re-

5 gi6n VH alterada con un acido nucleico que codifica para region VL para producir 

una poblaciOn diversa de regiones variables heteromericas alteradas. En otras 

realizaciones, el aceptor es humano. 

En otras realizaciones, la presente descripciOn proporciona metodos de construc-

ciOn de una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada, 

10 que comprenden: a) proporcionar una representaci6n de secuencias de aminoaci-

dos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de 

aminoacidos de referenda la secuencia de una regi6n VL donadora, compren-

diendo la region variable donadora i) FR y ii) tres CDR tal como se define por las 

definiciones combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuen-

15 cia de aminoacidos de referenda la secuencia de una regi6n VL aceptora que 

comprende FR; b) sintetizar i) una primera poblaciOn de oligonucleOtidos, que co-

difican cada uno para al menos una CDR modificada, en los que la CDR modifi-

cada comprende un aminoacido diferente en una o mas posiciones en compara-

ci6n con la secuencia de referencia de aminoacidos de CDR donadora correspon-

20 diente; y ii) una segunda poblaciOn de oligonucleOtidos, que comprende oligonu-

cleotidos que codifican para partes modificadas de un entramado de regi6n VL, 

conteniendo la parte modificada una pluralidad de aminoacidos cambiados en una 

o mas posiciones en comparacion con la secuencia de referencia de FR aceptora, 

en los que las posiciones de entramado que se cambian se seleccionan de entre 

25 las posiciones de entramado aceptoras de la segunda secuencia de referenda 

que se diferencian en la posicion correspondiente en comparacion con las posi-

ciones de entramado donadoras de la primera secuencia de referencia; c) mezclar 

las poblaciones de oligonucleOtidos primera y segunda en condiciones tales que 

al menos una parte de los oligonucleOtidos se hibridan para crear oligonucleOtidos 

30 solapantes; y d) tratar los oligonucleOtidos solapantes en condiciones tales que se 

construye una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para region VL altera-

da. 
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En determinadas realizaciones, pueden generarse los anticuerpos o fragmentos 

de anticuerpo que comprenden una variante de Fc y una region variante de cade-

na pesada alterada. Por ejemplo, en algunas realizaciones, la presente descrip-

ci6n proporciona metodos de construcciOn de una poblaciOn de acidos nucleicos 

5 que codifican para regi6n VH alterada, que comprenden: a) proporcionar una re-

presentacion de secuencias de aminoacidos de referencia primera y segunda, 

comprendiendo la primera secuencia de referencia la secuencia de una region VH 

donadora, comprendiendo la regi6n variable donadora i) FR y ii) tres CDR tal co-

mo se define por las definiciones combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo 

10 la segunda secuencia de referencia la secuencia de una region VH aceptora que 

comprende FR; b) sintetizar A) primeros oligonucleotidos que codifican para par-

tes de las FR de la region VH aceptora, en los que las partes de las FR en compa-

raciOn con la segunda secuencia de referencia no estan modificadas; y B) una 

poblaciOn de segundos oligonucleOtidos, que codifican cada uno para i) al menos 

15 una parte de una primera CDR que se ha modificado, seleccionandose la primera 

CDR del grupo que consiste en HCDR1, HCDR2 y HCDR3, en los que la primera 

CDR modificada comprende un aminoacido diferente en una o mas posiciones en 

comparaci6n con las CDR donadoras correspondientes de la primera secuencia 

de referencia y ii) una o mas partes de FR no modificadas que pueden hibridarse 

20 con los primeros oligonucleOtidos, c) mezclar los primeros oligonucleotidos con la 

poblacion de segundos oligonucleOtidos para crear oligonucleotidos solapantes; y 

d) tratar los oligonucleotidos solapantes en condiciones tales que se construye 

una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para regi6n VH alterada, en los 

que las FR codificadas por los acidos nucleicos que codifican para regiOn VH alte-

25 rada no estan modificados con respecto a la segunda secuencia de referencia. En 

algunas realizaciones, los metodos comprenden adernas la etapa de coexpresar 

la poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para regi6n VH alterada con un 

acido nucleico que codifica para regi6n VL para producir una poblaciOn diversa de 

regiones variables heteromericas alteradas. 

30 En otras realizaciones, la presente descripciOn proporciona metodos de construc-

ciOn de una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para regi6n VL alterada, 

que comprenden: a) proporcionar una representaci6n de secuencias de aminoaci-

dos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de re-

ferencia la secuencia de una regi6n VL donadora, comprendiendo la regi6n varia-
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ble donadora i) FR y ii) tres CDR tal como se define por las definiciones combina-

das de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la 

secuencia de una region VL aceptora que comprende FR b) sintetizar a) primeros 

oligonucleOtidos que codifican para partes de las FR de la regi6n VL aceptora, en 

5 los que las partes de las FR en comparaciOn con la segunda secuencia de refe-

rencia no estan modificadas; y b) una poblacion de segundos oligonucleOtidos,  

que codifican cada uno para i) al menos una parte de una primera CDR que se ha 

modificado, seleccionandose la primera CDR del grupo que consiste en LCDR1, 

LCDR2 y LCDR3, en los que la primera CDR modificada comprende un aminoaci-

10 do diferente en una o mas posiciones en comparaci6n con las CDR donadoras co-

rrespondientes de la primera secuencia de referencia y ii) una o mas partes de FR 

no modificadas que pueden hibridarse con los primeros oligonucleOtidos; c) mez-

clar los primeros oligonucleOtidos con la poblacion de segundos oligonucleOtidos 

para crear oligonucleOtidos solapantes; y d) tratar los oligonucleOtidos solapantes 

15 en condiciones tales que se construye una poblaciOn de acidos nucleicos que co-

difican para region VL alterada, en los que las FR codificadas por los acidos nu-

cleicos que codifican para region VL alterada no estan modificadas con respecto a 

la segunda secuencia de referencia. 

En otras realizaciones, la presente descripcion proporciona metodos de construc-

20 ci6n de una poblacion de acidos nucleicos que codifican para regi6n VH alterada, 

que comprenden: A) proporcionar una representaci6n de secuencias de aminoa-

cidos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de 

referencia la secuencia de una regi6n VH donadora, comprendiendo la regi6n va-

riable donadora i) FR y ii) tres CDR tal como se define por las definiciones combi-

25 nadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la 

secuencia de una region VH aceptora que comprende FR; B) sintetizar a) una po-

blaciOn de primeros oligonucleotidos, codificando cada uno para al menos una 

parte de una primera CDR seleccionada del grupo que consiste en HCDR1, 

HCDR2 y HCDR3, en los que la primera CDR modificada comprende un aminoa-

30 cido diferente en una o mas posiciones en comparaciOn con las CDR donadoras 

correspondientes de la primera secuencia de referencia; y b) segundos oligonu-

cleOtidos que codifican para i) partes de las FR de la region VH aceptora, en los 

que las partes de las FR en comparaciOn con la secuencia de referencia no estan 

modificadas y ii) una o mas partes de una CDR que pueden hibridarse con la po-
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blaciOn de primeros oligonucleOtidos; C) mezclar la poblacion de primeros oligo-

nucleOtidos con los segundos oligonucleOtidos para crear oligonucleOtidos sola-

pantes; y D) tratar los oligonucleOtidos solapantes en condiciones tales que se 

construye una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para regi6n VH altera-

5 da, en los que las FR codificadas por los acidos nucleicos que codifican para re-

gi6n VH alterada no estan modificadas con respecto a la segunda secuencia de 

referencia. 

En determinadas realizaciones, los metodos comprenden ademas la etapa de co-

expresar la poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para regi6n VH alterada 

10 con un acido nucleico que codifica para regi6n VL para producir una poblaciOn di-

versa de regiones variables heteromericas alteradas. 

En otras realizaciones, la presente descripci6n proporciona metodos de construc-

ciOn de una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada, 

que comprenden: A) proporcionar una representaci6n de secuencias de aminoa-

15 cidos de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de 

referencia la secuencia de una regi6n VL donadora, comprendiendo la region va-

riable donadora i) FR y ii) ties CDR tal como se define por las definiciones combi-

nadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de referencia la 

secuencia de una regi6n VL aceptora que comprende FR; B) sintetizar a) una p0-

20 blaciOn de primeros oligonucleOtidos, codificando cada uno para al menos una 

parte de una primera CDR seleccionada del grupo que consiste en LCDR1, 

LCDR2 y LCDR3, en los que la primera CDR modificada comprende un aminoaci-

do diferente en una o mas posiciones en comparaci6n con las CDR donadoras co-

rrespondientes de la primera secuencia de referencia; y b) segundos oligonucle6- 

25 tidos que codifican para i) partes de las FR de la region VL aceptora, en los que 

las partes de las FR en comparaciOn con la secuencia de referencia no estan mo-

dificadas y ii) una o mas partes de una CDR que pueden hibridarse con la pobla-

ciOn de primeros oligonucleotidos; C) mezclar la poblaciOn de primeros oligonu-

cleotidos con los segundos oligonucleotidos para crear oligonucleOtidos solapan-

30 tes; y D) tratar los oligonucleotidos solapantes en condiciones tales que se cons-

truye una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para region VL alterada, en 

los que las FR codificadas por los acidos nucleicos que codifican para regi6n VL 

alterada no estan modificadas con respecto a la segunda secuencia de referencia. 
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En otras realizaciones, la presente descripciOn proporciona metodos de mejora de 

la afinidad de uniOn de una region variable de anticuerpo humanizado mutada, 

que comprenden: a) proporcionar una secuencia de acid° nucleico que codifica 

para una primera regi6n variable de anticuerpo humanizado mutada, compren-

5 diendo la region variable mutada (i) un entramado de anticuerpo humano de tipo 

natural, (ii) tres CDR de cadena pesada no humanas, y (iii) tres CDR de cadena 

ligera no humanas, en los que las CDR se definen mediante las definiciones corn-

binadas de Kabat y Chothia, en los que al menos una de las CDR de cadena lige-

ra es una CDR de cadena ligera que contiene mutaciOn al menos con al menos un 

10 aminoacido diferente en al menos una posicion en comparaci6n con la CDR no 

humana de tipo natural correspondiente, y en los que la primera regi6n variable de 

anticuerpo mutada tiene una afinidad de uniOn superior a la regi6n variable de an-

ticuerpo no mutada correspondiente; b) mutar la secuencia de acid° nucleico que 

codifica para la primera region variable de anticuerpo mutada en condiciones tales 

15 que se codifica una segunda regi6n variable de anticuerpo humanizado mutada, 

comprendiendo la segunda regi6n variable de anticuerpo humanizado mutada al 

menos un aminoacido diferente adicional en al menos una posici6n en la CDR de 

cadena ligera que contiene mutaciOn, dando como resultado la mutaci6n adicional 

en combinaciOn con la primera mutaci6n una afinidad de uniOn superior. En algu-

20 nas realizaciones, la CDR de cadena ligera que contiene mutaci6n de la primera 

region variable de anticuerpo humanizado mutada es CDR3 (LCDR3). 

En otras realizaciones, al menos una de las CDR de cadena pesada no humanas 

de la primera regi6n variable de anticuerpo humanizado mutada comprende una 

mutaciOn, de tal manera que se codifica un aminoacido diferente en al menos una 

25 posici6n en comparacion con la CDR no humana de tipo natural correspondiente. 

En realizaciones adicionales, la mutaci6n de CDR de cadena pesada esta en 

HCDR3. 

En algunas realizaciones, la presente descripciOn proporciona metodos de modifi-

caciOn simultanea de al menos una CDR y al menos una FR mientras se constru-

30 ye una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para region VH alterada, que 

comprenden: a) proporcionar una representacion de secuencias de aminoacidos 

de referencia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de ami-

noacidos de referencia la secuencia de una region VH donadora, comprendiendo 

la region variable donadora i) cuatro FR y ii) tres CDR tal como se define por las 
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definiciones combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuen-

cia de aminoacidos de referenda la secuencia de una region VH aceptora que 

comprende cuatro FR, tal como se define por las definiciones combinadas de Ka-

bat y Chothia; b) sintetizar i) para cada FR que va a modificarse, una poblacion de 

5 oligonucleOtidos, codificando cada uno para una FR modificada, o parte de la 

misma, conteniendo la FR modificada o parte de la misma una pluralidad de ami-

noacidos cambiados en una o mas posiciones en comparaciOn con la region de 

entramado correspondiente en la secuencia de referencia de regi6n VH aceptora, 

en los que las posiciones de FR que estan cambiadas se seleccionan de entre las 

10 posiciones de entramado aceptoras de la segunda secuencia de referencia que se 

diferencian en la posici6n correspondiente en comparaci6n con las posiciones de 

region de entramado donadora de la primera secuencia de referencia; y ii) para 

cada CDR que va a modificarse, una poblaciOn de oligonucleotidos, codificando 

cada uno para una CDR modificada, o parte de la misma, en los que la CDR mo-

15 dificada comprende un aminoacido diferente en una o mas posiciones en compa-

raci6n con la secuencia de referencia de aminoacidos de CDR donadora corres-

pondiente; y iii) para cada una de cualquier FR restante y no modificada, oligonu-

cleOtidos que codifican para la FR, o parte de la misma, que tienen la misma se-

cuencia que la FR correspondiente de la segunda secuencia aceptora de referen-

20 cia; y iv) para cada una de cualquier CDR restante y no modificada, oligonucleOti-

dos que codifican para la CDR, o parte de la misma, que tienen la misma secuen-

cia que la CDR correspondiente de la primera secuencia donadora de referencia, 

en los que oligonucleOtidos individuales de (i) a (iv) que codifican para partes ad-

yacentes de la regi6n VH tienen secuencias solapantes en sus extremos termina-

25 les; y c) mezclar los oligonucleOtidos y las poblaciones de oligonucleOtidos sinteti-

zados en la etapa b) en condiciones tales que las secuencias solapantes de oli-

gonucleOtidos individuales se hibridan para crear oligonucleOtidos solapantes; y d) 

tratar los oligonucleotidos solapantes en condiciones tales que se forma una po-

blaciOn de nucleOtidos que codifican para region VH alterada. En determinadas 

30 realizaciones, la representaci6n de secuencias de referencia primera y segunda 

es en forma electrOnica. En realizaciones adicionales, la regi6n de entramado que 

va a modificarse se selecciona del grupo que consiste en HFR1, HFR2 y HFR3. 

En otras realizaciones, la CDR que va a modificarse es HCDR3. En otras realiza-

ciones, el metodo comprende adernas la etapa de e) coexpresar la poblacion de 
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acidos nucleicos que codifican para region VH con un acido nucleico que codifica 

para region VL para producir una poblaciOn diversa de regiones variables hetero-

mericas alteradas. En diferente realizaciones, el metodo comprende adernas la 

etapa de e) coexpresar la poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para region 

5 VH con una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para region VL para pro-

ducir una poblaciOn diversa de regiones variables heteromericas alteradas. 

En otras realizaciones, se emplean los metodos de modificacion simultanea de al 

menos una CDR y al menos una FR mientras se construye una poblacion de aci-

dos nucleicos que codifican para regi6n VL alterada, comprendiendo dicho mato-

10 do: a) proporcionar una representaci6n de secuencias de aminoacidos de referen-

cia primera y segunda, comprendiendo la primera secuencia de aminoacidos de 

referencia la secuencia de una region VL donadora, comprendiendo la regiOn va-

riable donadora i) cuatro FR y ii) tres CDR tal como se define por las definiciones 

combinadas de Kabat y Chothia; comprendiendo la segunda secuencia de ami-

15 noacidos de referencia la secuencia de una regi6n VL aceptora que comprende 

cuatro FR, tal como se define por las definiciones combinadas de Kabat y Chot-

hia; b) sintetizar i) para cada FR que va a modificarse, una poblaciOn de oligonu-

cleotidos, codificando cada uno para una FR modificada, o parte de la misma, 

conteniendo la FR modificada, o parte de la misma, una pluralidad de aminoaci-

20 dos cambiados en una o mas posiciones en comparacion con la region de entra-

mado correspondiente en la secuencia de referencia de regi6n VL aceptora, en el 

que las posiciones de FR que estan cambiadas se seleccionan de entre las posi-

ciones de FR aceptora de la segunda secuencia de referencia que se diferencian 

en la posiciOn correspondiente en comparaciOn con las posiciones de FR donado-

25 ras de la primera secuencia de referencia; y ii) para cada CDR que va a modifi-

carse, una poblacion de oligonucleOtidos, codificando cada uno para una CDR 

modificada, o parte de la misma, en el que la CDR modificada comprende un ami-

noacido diferente en una o mas posiciones en comparaci6n con la secuencia de 

referencia de aminoacidos de CDR donadora correspondiente; y iii) para cada una 

30 de cualquier region FR restante y no modificada, oligonucleotidos que codifican 

para la FR, o parte de la misma, que tiene la misma secuencia que la FR corres-

pondiente de la segunda secuencia aceptora de referencia; y iv) para cada una de 

cualquier CDR restante y no modificadas, oligonucleotidos que codifican para la 

CDR, o parte de la misma, que tiene la misma secuencia que la CDR correspon-
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diente de la primera secuencia donadora de referencia, en el que, oligonucleOti-

dos individuales de (i) a (iv) que codifican para partes adyacentes de la region VL 

tienen secuencias solapantes en sus extremos terminales, y c) mezclar los oligo-

nucleOtidos y las poblaciones de oligonucleOtidos sintetizados en la etapa b) en 

5 condiciones tales que las secuencias solapantes de oligonucleOtidos individuales 

se hibridan para crear oligonucleOtidos solapantes; y d) tratar los oligonucleOtidos 

solapantes en condiciones tales que se forma una poblaciOn de nucleOtidos que 

codifican para regi6n alterada. En determinadas realizaciones, los metodos corn-

prenden adernas la etapa de coexpresar la poblacion de acidos nucleicos que co-

10 difican para region VL con una poblaciOn de acidos nucleicos que codifican para 

region VH para producir una poblaciOn diversa de regiones variables heteromeri-

cas alteradas. 

(v) Anticuerpos multiespecificos 

15 

La presente descripci6n proporciona anticuerpos multiespecificos que compren-

den una region Fc variante. Los anticuerpos multiespecificos tienen especificida-

des de union para al menos dos antigenos diferentes. Aunque normalmente tales 

moleculas solo se uniran a dos antigenos (es decir, anticuerpos biespecificos,  

20 BsAb), anticuerpos con especificidades adicionales tales como anticuerpos tries-

pecificos se abarcan por esta expresi6n cuando se usa en el presente documento. 

Los ejemplos de BsAb incluyen, pero no se limitan a, aquellos con un brazo dirigi-

do contra un antigen° de celula tumoral y el otro brazo dirigido contra una molecu-

la desencadenante citotoxica tal como anti-FcyRI/anti-CD 15, anti-pl 

25 85HER2/FcyRIII (CD 16), anti-CD3/anti-celula B maligna (D1D0), anti-CD3/anti-pl 

85HER2, anti-CD3/anti-p97, anti-CD3/anti-carcinoma de celulas renales, anti-

CD3/anti-OVCAR-3, anti-CD3/L-D I (anti-carcinoma de colon), anti-CD3/anti-

analog° de hormona estimulante de melanocitos, anti-receptor de EGF/anti-CD3, 

anti-CD3/anti-CAMAI, anti-CD3/anti-CD 19, anti-CD3/M0V18, anti-molecula de ad-

30 hesion a celulas neuronales (NCAM)/anti-CD3, anti-proteina de uniOn a folato 

(FBP)/anti-CD3, anti-antigeno asociado con carcinoma de pancreas (AMOC-

31)/anti-CD3; BsAb con un brazo que se une especificamente a un antigen° tu-

moral y un brazo que se une a una toxina tal como anti-saporina/anti-id-1, anti-

CD22/anti-saporina, anti-CD7/anti-saporina, anti-CD38/anti-saporina, anti-
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CEA/anti-cadena A de ricina, anti-interferon a (IFN-a)/anti-idiotipo de hibridoma, 

anti-CEA/anti-alcaloide de la vinca; BsAb para convertir profarmacos activados 

por enzimas tales como anti-CD30/anti-fosfatasa alcalina (que cataliza la conver-

sion de profarmaco fosfato de mitomicina en alcohol de mitomicina); BsAb que 

5 pueden usarse como agentes fibrinoliticos tales como anti-fibrina/anti-activador de 

plasminogeno tisular (tPA), anti-fibrina/anti-activador de plasminOgeno de tipo 

urocinasa (uPA); BsAb para dirigir complejos inmunitarios a receptores de superfi-

cie celular tales como anti-lipoproteina de baja densidad (LDL)/anti-FcR (por 

ejemplo, FcyRI, FcyRII o FcyRIII); BsAb para su uso en la terapia de enfermeda-

10 des infecciosas tales como anti-CD3/anti-virus del herpes simple (VHS), anti-

complejo receptor de celulas T:CD3/anti-influenza, anti-FcyR/anti-VIH; BsAb para 

la detecci6n de tumores in vitro o in vivo tales como anti-CEA/anti-EOTUBE, anti-

CEA/anti-DPTA, anti-p185HER2/anti-hapteno; BsAb como adyuvantes de vacuna; 

y BsAb como herramientas de diagnOstico tales como anti-IgG de conejo/anti-

15 ferritina, anti-peroxidasa del rabano (HRP)/anti-hormona, anti-somatostatina/anti-

sustancia P, anti-HRP/anti-FITC, anti-CEA/anti-p-galactosidasa. 

Los ejemplos de anticuerpos triespecificos incluyen, pero no se limitan a, anti-

CD3/anti-CD4/anti-CD37, anti-CD3/anti-CD5/anti-CD37 y anti-CD3/anti-CD8/anti-

CD37. Pueden prepararse anticuerpos biespecificos como anticuerpos de longitud 

20 completa o como fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos biespecifi-

cos F(ab1)2). En la tecnica se conocen metodos para preparar anticuerpos biespe-

cificos. La producci6n tradicional de anticuerpos biespecificos de longitud comple-

ta se basa en la coexpresi6n de dos pares de cadena pesada-cadena ligera de 

inmunoglobulina, en la que las dos cadenas tienen especificidades diferentes (por 

25 ejemplo, Millstein etal. , Nature, 305: 537-539 (1983)). Debido al ordenamiento al 

azar de cadenas pesada y ligera de inmunoglobulina, estos hibridomas (cuadro-

mas) producen una posible mezcla de diez moleculas de anticuerpo diferentes, de 

las cuales sOlo una tiene la estructura biespecifica correcta. La purificaci6n de la 

molecula correcta puede realizarse mediante etapas de cromatograffa de afinidad. 

30 Se dan a conocer procedimientos similares en el documento WO 93/08829 y en 

Traunecker etal. , EMBO J., 10: 3655-3659 (1991). 

En otro enfoque, se fusionan dominios variables de anticuerpo con las especifici-

dades de union deseadas (sitios de combinacion anticuerpo-antigeno) con se-

cuencias de dominio constante de inmunoglobulina. La fusiOn se realiza preferi-
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blemente con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que 

comprende al menos parte de las regiones bisagra, CH2 y CH3. Se prefiere tener 

la primera region constante de cadena pesada (CHI) que contiene el sitio necesa-

rio para la union de la cadena ligera presente en al menos una de las fusiones. Se 

5 insertan ADN que codifican para las fusiones de cadena pesada de inmunoglobu-

lina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, en vectores de expresi6n 

separados, y se transfectan conjuntamente en un organismo huesped adecuado. 

Esto proporciona una gran flexibilidad en el ajuste de las proporciones mutuas de 

los tres fragmentos de polipeptido en realizaciones en las que proporciones distin-

10 tas de las tres cadenas polipeptidicas usadas en la construcciOn proporcionan los 

rendimientos 6ptimos. Sin embargo, es posible insertar las secuencias codifican-

tes para dos o para las ties cadenas polipeptidicas en un vector de expresiOn 

cuando la expresiOn de al menos dos cadenas polipeptidicas en proporciones 

iguales da como resultado altos rendimientos o cuando las proporciones no tienen 

15 significaciOn particular. En una realizacion preferida de este enfoque, los anticuer-

pos biespecificos estan compuestos por una cadena pesada de inmunoglobulina 

hibrida con una primera especificidad de union en un brazo, y un par cadena pe-

sada-cadena ligera de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda es-

pecificidad de union) en el otro brazo (\tease, por ejemplo, el documento WO 

20 94/04690). SegOn otro enfoque descrito en el documento W096/27011 la superfi-

cie de contacto entre un par de moleculas de anticuerpo puede disenarse por in-

genieria para maximizar el porcentaje de heterodlmeros que se recubren a partir 

de un cultivo de celulas recombinantes. Los anticuerpos especificos tambien in-

cluyen anticuerpos reticulados o "heteroconjugados". Por ejemplo, uno de los an-

25 ticuerpos en el heteroconjugado puede acoplarse a avidina, el otro a biotina. 

B. Moleculas de inmunoadhesina 

La presente descripci6n tambien proporciona moleculas de inmunoadhesina que 

30 comprenden una region Fc variante. Un tipo de diseno de inmunoadhesina com-

bina el/los dominio(s) de union de la adhesina (par ejemplo, el dominio extracelu-

lar (ECD) de un receptor) con la region Fc de una cadena pesada de inmunoglo-

bulina (par ejemplo, una regi6n Fc variante). De manera habitual, cuando se pre-

paran las inmunoadhesinas, se fusionara acido nucleico que codifica para el do-
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minio de uniOn de la adhesina en el extremo C-terminal con acido nucleico que 

codifica para el extremo N-terminal de una secuencia de dominio constante de 

inmunoglobulina, sin embargo tambien son posibles fusiones N-terminales. 

Normalmente, en tales fusiones el polipeptido quimerico codificado conservara al 

5 menos dominios bisagra, CH2 y CH3 funcionalmente activos de la regi6n constan-

te de una cadena pesada de inmunoglobulina. Tambien se realizan fusiones con 

el extremo C-terminal de la parte Fc de un dominio constante, o inmediatamente 

N-terminal a la CHI de la cadena pesada o la regi6n correspondiente de la cade-

na ligera. El sitio preciso en el que se realiza la fusi6n no es critico; se conocen 

10 bien sitios particulares y pueden seleccionarse con el fin de optimizar la actividad 

biologica, secreciOn o caracteristicas de uniOn de la inmunoadhesina. 

En algunas realizaciones, se fusiona la secuencia de adhesina con el extremo N-

terminal de la regi6n Fc variante de inmunoglobulina G1. Es posible fusionar la 

region constante de cadena pesada completa con la secuencia de adhesina. Sin 

15 embargo, en realizaciones preferidas, se usa en la fusiOn una secuencia que co-

mienza en la region bisagra justo en sentido de 5' del sitio de escisi6n de papaina 

que define Fc de IgG quimicamente (es decir, residuo 216, considerando que el 

primer residuo de la region constante de cadena pesada es 114), o sitios analo-

gos de otras inmunoglobulinas. En determinadas realizaciones preferidas, se fu-

20 siona la secuencia de aminoacidos de adhesina con (a) la region bisagra y CH2 y 

CH3 o (b) los dominios CH1, bisagra, CH2 y CH3, de una cadena pesada de IgG. 

En algunas realizaciones, las inmunoadhesinas son biespecificas. Alternativamen-

te, las secuencias de adhesina pueden insertarse entre secuencias de cadena 

pesada y cadena ligera de inmunoglobulina, de manera que se obtiene una inmu-

25 noglobulina que comprende una cadena pesada quimerica. En tales realizaciones, 

las secuencias de adhesina pueden fusionarse con el extremo 3' de una cadena 

pesada de inmunoglobulina en cada brazo de una inmunoglobulina, o bien entre 

el dominio bisagra y el CH2 o bien entre los dominios CH2 y CH3 (vease, por 

ejemplo, Hoogenboom etal. , Mol. lmmunol. 28:1027-1037 (1991). 

30 Aunque no se requiere la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina en 

las inmunoadhesinas de la presente invencion, puede estar presente una cadena 

ligera de inmunoglobulina o bien asociada covalentemente con un polipeptido de 

fusiOn de adhesina-cadena pesada de inmunoglobulina o bien fusionada directa-

mente con la adhesina. En el primer caso, normalmente se expresa conjuntamen-
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te ADN que codifica para una cadena ligera de inmunoglobulina con el ADN que 

codifica para la proteina de fusiOn de adhesina-cadena pesada de inmunoglobuli-

na. Tras la secreciOn, la cadena pesada y la cadena ligera hibridas estaran cova-

lentemente asociadas para proporcionar una estructura de tipo inmunoglobulina 

5 que comprende dos pares de cadena pesada-cadena ligera de inmunoglobulina 

unidos mediante enlace disulfuro. Se dan a conocer metodos adecuados para la 

preparaci6n de tales estructuras, por ejemplo, en la patente estadounidense n.° 

4.816.567. 

En realizaciones preferidas, se construyen inmunoadhesinas fusionando la se-

10 cuencia de ADNc que codifica para la parte de adhesina en marco con una se-

cuencia de ADNc de inmunoglobulina. Sin embargo, tambien puede usarse la fu-

si6n con fragmentos de inmunoglobulina gen6micos. Generalmente, este Ultimo 

tipo de fusiOn requiere la presencia de secuencias reguladoras de Ig para la ex-

presion. Pueden aislarse ADN que codifican para regiones constantes de cadena 

15 pesada de IgG basandose en secuencias publicadas de bibliotecas de ADNc deri-

vadas de linfocitos de sangre periferica o bazo, mediante hibridaciOn o mediante 

tecnicas de PCR. Los ADNc que codifican para las partes de "adhesina" y de in-

munoglobulina de la inmunoadhesina pueden insertarse en tandem en un vector 

de plasmido que dirige la expresiOn eficaz en las celulas huesped elegidas. 

20 

Semivida alterada de polipeptidos variantes 

El receptor de Fc nenonatal "FcRn" es un hornologo de complejo mayor de histo-

compatibilidad (CMH) que no solo suministra IgG a traves de la barrera materno-

25 fetal durante la gestacion, sino que tambien esta implicado en la regulacion de la 

semivida serica de IgG. Para una revision reciente sobre FcRn vease Ghetie, V y 

E.S. Ward, Annu. Rev. lmmunol. 18:739-766, 2000. FcRn se une a IgG de una 

manera dependiente del pH produciendose la uni6n a pH ligeramente acidos y 

produciendose poca uni6n o union no detectable a pH 7,4. Se plantea que las IgG 

30 se captan por celulas que expresan FcRn y entran en endosomas acidos en los 

que se produce la interacciOn FcRn-IgG. Entonces se transportan las IgG a la su-

perficie celular y se liberan a pH casi neutro. Las IgG que no se unen a FcRn tras 

la captacion en celulas entran en compartimentos lisosornicos y se degradan. 

Concuerda con este modelo la hipOtesis de que polipeptidos que comprenden una 
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regi6n Fe variante que se une a FcRn con afinidad aumentada tienen una semivi-

da set-lea mas larga que aquellos con una afinidad menor. 

El papel de FcRn como transportador de IgG indica que regiones Fe variantes con 

afinidad alterada por FcRn pueden tener utilidad terapeutica o bien en el context° 

5 de un anticuerpo monoclonal o bien cuando se unen operativamente a una protei-

na heterOloga, es decir, distinta de anticuerpo. Los polipeptidos terapeuticos que 

se beneficiaran por aclararse rapidamente del sujeto o del paciente o por no 

transportarse a traves de la membrana placentaria, por ejemplo, polipeptidos ra-

diomarcados, se beneficiaran por unirse operativamente a una region Fc que pre-

10 senta una afinidad de uniOn a FcRn disminuida. Alternativamente, polipeptidos 

que se beneficiaran de tener una semivida serica mas larga y por tanto necesitan 

administrarse pocas veces o por transportarse a traves de la membrana placenta-

ria preferiblemente se uniran operativamente a una region Fc que presenta afini-

dad de uniOn a FcRn potenciada (veanse las tablas 2, 5 y 6). Se contemplan nu-

15 merosas combinaciones de caracteristicas de Fc, por ejemplo, puede generarse 

una regi6n Fc con afinidad de union a FcRn potenciada pero con poca o ninguna 

actividad de CDC o ADCC incorporando una o mas sustituciones de aminoacidos 

de Fc que potencian la afinidad de uni6n a FcRn tat como se indica en la tabla 2 

en, por ejemplo, una region Fc original de IgG4, o en una regi6n Fc original de 

20 IgG1 en combinaci6n con sustituci6n de aminoacido que disminuye la actividad de 

CDC y ADCC. 

Polipeptidos preferidos que se beneficiaran de una semivida serica aumentada 

por estar operativamente unidos a una regi6n Fc variante de la invencion que pre-

senta una afinidad de uni6n a FcRn potenciada en comparaci6n con el polipeptido 

25 original son polipeptidos terapeuticos de mamifero incluyendo moleculas tales 

como, por ejemplo, renina; una hormona de crecimiento; hormona de crecimiento 

humana; hormona de crecimiento bovina; factor de liberaciOn de hormona de cre-

cimiento; grelina; hormona paratiroidea; hormona estimulante del tiroides; lipopro-

teina; cadena A de la insulina; cadena B de la insulina; al-antitripsina; PAI-1; 

30 proinsulina; trombopoyetina; hormona foliculoestimulante; calcitonina; hormona lu-

teinizante; glucagones; factores de coagulaciOn tales como factor VIIIC, factor IX, 

factor tisular y factor de von Willdebrand; factores anticoagulantes tales como pro-

teina C; factor naturietico auricular; tensioactivo pulmonar; un activador de plas-

minOgeno, tat como urocinasa o activador de plasminOgeno de tipo tisular (t-PA) o 
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de orina humana; bombesina; trombina; factor de crecimiento hematopoyetico; in-

terleucinas, por ejemplo, IL-1 a IL-10, IL-20; factor de necrosis tumoral alfa y beta; 

encefalinasa; una alburnina serica tal como albtimina serica humana; sustancia 

inhibidora mulleriana; cadena A de la relaxina; cadena B de la relaxina; prorelaxi-

5 na; peptido asociado a gonadotropina de ratOn; una proteina microbiana, tal como 

beta-lactamasa; ADNasa; inhibina; activina; factor de crecimiento endotelial vas-

cular (VEGF); receptores para hormonas o factores de crecimiento; integrina; pro-

teina A o D; factores reumatoides; un factor neurotr6fico tat como factor neurotr6- 

fico derivado del cerebra (BDNF), neurotrofina 3, 4, 5 6 6 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-

10 6), o un factor de crecimiento nervioso tal como NGF-beta, cardiotrofinas (factor 

de hipertrofia cardiaco) tal como cardiotrofina 1 (CT-1); factor de crecimiento deri-

vado de las plaquetas (PDGR); factor de crecimiento de fibroblastos tal coma 

aFGF y bFGF, factor de crecimiento epidermico (EGF) o su receptor; factor de 

crecimiento transformante (TGF) tat como TGF-alfa y TGF-beta, incluyendo TGF-

15 131 , EGF-132, EGF-p3, EGF-p4 o TGF-35; factor de crecimiento similar a la insulina 

I y II; des(1-3)-IGF-I (IGF-I cerebral), proteinas de uni6n a factor de crecimiento 

similar a la insulina; proteinas CD tales como CD-3, CD-4, CD-8 y CD-19; eritro-

poyetina; factores osteoinductores; inmunotoxinas; una proteina morfogenetica 

6sea, un factor de diferenciaci6n del crecimiento (por ejemplo, GDF-8); un interfe-

20 rOn tat como interferOn alfa, beta y gamma; factores estimulantes de colonias 

(CSF), por ejemplo, M-CSF; GM-CSF y G-CSF; un anticuerpo anti-HER-2 sin una 

region Fc nativa de una IgG; un anticuerpo anti-VSR sin una region Fc nativa de 

una IgG; super6xido dismutasa; receptores de celulas T; proteinas de membrana 

de superficie; factor acelerador de la degradacion; antlgeno viral tal como, por 

25 ejemplo, una parte de la envuelta de VIH-1; proteina de transporte; receptores de 

direccionamiento; adresinas; proteinas reguladoras; anticuerpos sin una region Fc 

nativa de una IgG, y fragmentos o precursores de cualquiera de los polipeptidos 

indicados anteriormente. 

La region Fc variante que comprende una sustitucion de aminoacido que confiere 

30 una semivida serica alterada al polipeptido (es decir, afinidad de union a FcRn po-

tenciada) al que esta operativamente unida esta de manera preferible operativa-

mente unida at extremo carboxilo o amino-terminal del polipeptido de interes ge-

nerando de ese modo una proteina de fusi6n. 
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Secuencias de acid° nucleico que codifican para reqiones Fc variantes 

La presente descripciOn tambien proporciona secuencias de acid° nucleico que 

codifican para regiones Fc variantes, asi como composiciones, vectores y celulas 

huesped que comprenden secuencias de acid° nucleico que codifican para regio-

5 nes Fc variantes. La presente descripciOn tambien proporciona metodos recombi-

nantes para producir una region Fc variante. 

Generalmente, para la producciOn recombinante de variantes, se aisla acid° nu-

cleico que codifica para la variante y se inserta en un vector. Pueden transfectarse 

celulas huesped con el vector, permitiendo de ese modo amplificar la secuencia 

10 de acid° nucleico y/o producir el peptido variante. Pueden aislarse y secuenciarse 

secuencias de acid° nucleic° que codifican para las variantes peptidicas de la 

presente invenciOn usando procedimientos convencionales (por ejemplo, usando 

sondas oligonucleotidicas que pueden unirse especificamente a acid° nucleico 

que codifica para la variante). Generalmente, la secuencia de acid° nucleico que 

15 codifica para la variante esta operativamente unida a otros elementos, tales como 

una secuencia serial (por ejemplo, secuencias serial secretoras), un origen de re-

plicaciOn, al menos un gen marcador, un potenciador, un promotor o un termina-

dor de la transcripci6n. En determinadas realizaciones, se transfectan de manera 

estable celulas huesped con acid° nucleico que codifica para una variante para 

20 generar una linea celular que expresa una variante particular. En realizaciones 

preferidas, las variantes se expresan en celulas CHO, NSO, Sp210, PER.C6 o 

HEK293. En la tecnica se conocen bien metodos recombinantes. 

Pueden mutarse secuencias de acid° nucleico de tal manera que pueden produ-

cirse regiones Fc variantes. Por ejemplo, puede mutarse una secuencia de acid° 

25 nucleico que codifica para una regi6n Fc original (por ejemplo, SEQ ID NO: 1-12) 

de tal manera que se obtiene como resultado al menos un cambio de aminoacido 

cuando se expresa la secuencia de acid° nucleico. Adernas, pueden mutarse se-

cuencias de acid° nucleico que codifican para al menos una parte de una region 

Fe original para producir secuencias de aminoacidos que comprenden al menos 

30 una parte de una region Fc variante. 

En determinadas realizaciones, se emplea sintesis basada en codones para ge-

nerar secuencias mutadas. Los ejemplos de sintesis basada en codones incluyen, 

por ejemplo, las descritas en las patentes estadounidenses 5.264.563, 5.523.388 

y 5.808.022. En resumen, puede realizarse sintesis basada en codones acoplan-
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do secuencialmente monOmeros sobre soportes separados para formar al menos 

dos tupletes diferentes. El acoplamiento puede realizarse en recipientes de reac-

ciOn separados, despues mezclando los soportes de los recipientes de reacciOn y 

dividiendo los soportes mezclados en dos o mas recipientes de reaccion separa-

5 dos, y repitiendo las etapas de acoplamiento, mezclado y divisiOn una o mas ve-

ces en los recipientes de reacciOn, terminando con una etapa de mezclado o divi-

sion. Adicionalmente, pueden escindirse los oligonucleOtidos de los soportes. 

Formulaciones y usos terapeuticos 

10 

En algunas realizaciones, la presente descripci6n proporciona formulaciones tera-

peuticas que comprenden las variantes descritas en el presente documento. Por 

ejemplo, tales composiciones pueden incluir un polipeptido variante (o parte del 

mismo), proporcionado junto con liquidos, geles, portadores sOlidos, diluyentes, 

15 adyuvantes y excipientes fisiolOgicamente tolerables, y combinaciones de los 

mismos (vease, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences 16a edicion,  

Osol, A. Ed. (1980)). 

Ademas, pueden usarse variantes polipeptidicas junto con, antes o despues de 

otros agentes terapeuticos, incluyendo, pero sin limitarse a, salicilatos, esteroides, 

20 inmunosupresores, anticuerpos o antibi6ticos. Los agentes terapeuticos particula-

res que pueden usarse con las variantes de la presente invenciOn incluyen, pero 

no se limitan a, los siguientes agentes, compuestos de azobenceno (patente es-

tadounidense n.° 4.312.806), derivados de rodamina sustituidos con bencilo (pa-

tente estadounidense n.° 5.216.002), sales de zinc de L-carnosina (patente esta-

25 dounidense n.° 5.238.931), 3-feni1-5-carboxipirazoles e isotiazoles (patente esta-

dounidense n.° 5.294.630), IL-10 (patente estadounidense n.° 5.368.854), inhibi-

dores de la sintesis de leucotrieno de quinolina (patente estadounidense n.° 

5.391.555), 2'-halo-2'-desoxiadenosina (patente estadounidense n.° 5.506.213), 

compuestos de fenol y benzamida (patente estadounidense n.° 5.552.439), tributi-

30 rina (patente estadounidense n.° 5.569.680), determinados peptidos (patente es-

tadounidense n.° 5.756.449), acidos omega-3 poliinsaturados (patente estadouni-

dense n.° 5.792.795), bloqueantes de VLA-4 (patente estadounidense n.° 

5.932.214), metasulfobenzoato de prednisolona (patente estadounidense n.° 
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5.834.021), agentes limitadores de citocinas (patente estadounidense n.° 

5.888.969) y nicotina (patente estadounidense n.° 5.889.028). 

Pueden usarse polipeptidos variantes junto con agentes que reducen la viabilidad 

o el potencial proliferativo de una celula. Los agentes que reducen la viabilidad o 

5 el potencial proliferativo de una celula pueden funcionar de una variedad de ma-

neras incluyendo, por ejemplo, inhibir la sintesis de ADN, inhibir la divisiOn celular, 

inducir la apoptosis, o inducir la muerte celular no apoptOtica. Los ejemplos espe-

cificos de agentes citot6xicos y citostaticos incluyen, pero no se limitan a, proteina 

antiviral de fitolaca, abrina, ricina y cada una de sus cadenas A, doxorubicina, cis-

10 platino, yodo 131, itrio 90, renio 188, bismuto 212, taxol, 5-fluorouracilo, VP-16, 

bleomicina, metotrexato, vindesina, adriamicina, vincristina, vinblastina, BCNU, 

mitomicina y ciclofosfamida y determinadas citocinas tales como TNF-a y TNF-(3. 

Por tanto, los agentes citotoxicos y citostaticos pueden incluir, por ejemplo, radio-

nuclidos, farmacos quimioterapicos, proteinas y lectinas. 

15 Las composiciones terapeuticas pueden comprender, por ejemplo, aditivos nor-

malmente empleados tales como aglutinantes, cargas, portadores, conservantes, 

agentes estabilizantes, emulsionantes, tampones y excipientes tales como, por 

ejemplo, calidades farmaceuticas de manitol, lactosa, almidOn, estearato de mag-

nesio, sacarina sOdica, celulosa, carbonato de magnesio, y similares. Estas corn-

20 posiciones contienen normalmente el 1%-95% de principio activo, preferiblemente 

el 2%-70% de principio activo. 

Los polipeptidos variantes tambien pueden mezclarse con diluyentes o excipien-

tes que son compatibles y fisiolOgicamente tolerables. Son diluyentes y excipien-

tes adecuados, por ejemplo, agua, soluciOn sauna, dextrosa, glicerol, o similares, 

25 y combinaciones de los mismos. Ademas, si se desea, las composiciones pueden 

contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares tales como agentes 

humectantes o emulsionantes, agentes estabilizantes o de tamponamiento del pH. 

En algunas realizaciones, las composiciones terapeuticas se preparan o bien co-

mo suspensiones o disoluciones liquidas, como pulverizaciones o bien en formas 

30 sOlidas. Las formulaciones orales incluyen habitualmente aditivos normalmente 

empleados tales como aglutinantes, cargas, portadores, conservantes, agentes 

estabilizantes, emulsionantes, tampones y excipientes tales como, por ejemplo, 

calidades farmaceuticas de manitol, lactosa, almidOn, estearato de magnesio, sa-

carina s6dica, celulosa, carbonato de magnesio, y similares. Estas composiciones 
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adoptan la forma de disoluciones, suspensiones, comprimidos, pastillas, capsulas, 

formulaciones de liberacion sostenida o polvos, y contienen normalmente el 1%- 

95% de principio activo, preferiblemente el 2%-70%. Se describe un ejemplo de 

una composici6n oral OM para administrar las composiciones terapeuticas de la 

5 presente invencion en la patente estadounidense n.° 5.643.602. 

Las formulaciones adicionales que son adecuadas para otros modos de adminis-

traciOn, tales como administraciOn tOpica, incluyen unglientos, tinturas, cremas, 

lociones, parches transdermicos y supositorios. Para los ungOentos y las cremas, 

los aglutinantes, portadores y excipientes tradicionales pueden incluir, por ejem-

10 plo, polialquilenglicoles o trigliceridos. Se describe un ejemplo de un metodo de 

administraciOn tOpica en la patente estadounidense n.° 5.834.016. Tambien pue-

den emplearse otros metodos de administraciOn liposornicos (veanse, por ejem-

plo, las patentes estadounidenses n.' 5.851.548 y 5.711.964). 

Las formulaciones tambien pueden contener mas de un compuesto activo segiin 

15 sea necesario para la indicaci6n particular que este tratandose, preferiblemente 

aquellos con actividades complementarias que no se afectan adversamente unos 

a otros. Tales moleculas estan presentes de manera adecuada en combinacion 

en cantidades que son eficaces para el fin previsto. 

Tambien pueden prepararse preparaciones de liberaciOn sostenida. Los ejemplos 

20 adecuados de preparaciones de liberaciOn sostenida incluyen matrices semiper-

meables de polimeros hidr6fobos sOlidos que contienen el polipeptido variante, 

matrices que estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peltculas o 

microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberaciOn sostenida incluyen, pero 

no se limitan a, poliesteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(metacrilato de 2- 

25 hidroxietilo) o poli(alcohol vinflico)), polilactidas, copolimeros de acido L-glutamico 

y L-glutamato de y-etilo, etileno-acetato de vinilo no degradable, copolimeros de 

acido lactico-acido glicolico degradables tales como el LUPRON DEPOT (mi-

croesferas inyectables compuestas por copolimero de acid° lactico-acido glicolico 

y acetato de leuprolida) y poli(acido D-(-)-3-hidroxibutirico). Mientras que polime-

30 ros tales como etileno-acetato de vinilo y acid° lactico-acido glicOlico permiten la 

liberaciOn de moleculas durante mas de 100 dias, determinados hidrogeles liberan 

proteinas durante periodos de tiempo mas cortos. 
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Los polipeptidos variantes pueden usarse para tratar a un sujeto. Tal tratamiento 

puede administrarse a un sujeto con una enfermedad, o puede administrarse de 

manera profilactica a un sujeto (por ejemplo, a un sujeto predispuesto a padecer 

una enfermedad). Los ejemplo de estados que pueden tratarse incluyen, pero no 

5 se limitan a, cancer (por ejemplo, en el que el polipeptido variante se une al recep-

tor HER2, CD20 o factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)); estados 

alergicos tales como asma (con un anticuerpo anti-IgE); y trastornos mediados por 

LEA-1 (por ejemplo, en los que el polipeptido variante es un anticuerpo anti-LFA-I 

o anti-ICAM-I), etc. 

10 En realizaciones preferidas, las variantes polipeptidicas usadas para tratar a suje-

tos comprenden anticuerpos o inmunoadhesinas. Tambien en realizaciones prefe-

ridas, las enfermedades tratadas son enfermedades sensibles a anticuerpos o in-

munoadhesinas. Los ejemplos de enfermedades sensibles a anticuerpos incluyen 

enfermedades y estados medicos tales como: linfoma (que se muestra que puede 

15 tratarse con RITUXAN, un anticuerpo anti-CD20), enfermedad infecciosa (que se 

muestra que puede tratarse con SYNAGIS, un anticuerpo dirigido a la proteina F 

del virus sincitial respiratorio), trasplante de ritiOn (ZENAPAX, un anticuerpo anti-

receptor de IL-2, ha mostrado ser OM), enfermedad de Crohn y artritis reumatoide 

(que se muestra que puede tratarse con REMICADE, un anticuerpo anti-TNFa), 

20 carcinoma de mama (que se muestra que puede tratarse con HERCEPTIN, un an-

ticuerpo anti-20 HER2) y cancer de colon (que se muestra que puede tratarse con 

EDRECOLOMAB, un anticuerpo anti-17-1A). Los polipeptidos variantes usados 

para tratar cancer comprenderan preferiblemente una sustituci6n de aminoacido 

en la regiOn Fc de la invencion que confiere actividad de ADCC potenciada y/o ac-

25 tividad de CDC potenciada al polipeptido. 

En algunas realizaciones, se emplea un polipeptido variante con actividad de 

ADCC mejorada en el tratamiento de enfermedades o trastornos en el que se 

desea la destrucci6n o eliminaciOn de tejido o microorganismos foraneos. Por 

ejemplo, puede usarse la variante para tratar cancer; trastornos inflamatorios; in-

30 fecciones (por ejemplo, infecciones bacterianas, virales, fungicas o por levaduras); 

y otros estados (tales como bocio) en los que se desea la eliminaciOn de tejido. 

En otras realizaciones, el polipeptido variante tiene actividad de ADCC disminui-

da. Tales variantes pueden usarse para tratar enfermedades o trastornos en los 

que se desea un polipeptido que contiene region Fc con una semivida larga, pero 
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preferiblemente el polipeptido no tiene funci6n/funciones efectora(s) no desea-

da(s). Por ejemplo, el polipeptido que contiene region Fc puede ser un anticuerpo 

anti-factor tisular (TF); anticuerpo anti-IgE; y anticuerpo anti-integrina (por ejem-

plo, un anticuerpo anti-a 437). El mecanismo de acci6n deseado de tales polipep-

5 tidos que contienen regi6n Fc puede ser bloquear pares de uni6n ligando-

receptor. Ademas, el polipeptido que contiene regi6n Fc con actividad de ADCC 

disminuida puede ser un anticuerpo agonista. 

Los polipeptidos variantes usados para tratar cancer comprenderan preferible-

mente una sustituciOn de aminoacido en la region Fc de la invencion (vease, por 

10 ejemplo, la tabla 2 en el presente documento) que confiere actividad de ADCC po-

tenciada y/o actividad de CDC potenciada al polipeptido. 

Los polipeptidos variantes pueden administrarse mediante cualquier medio ade-

cuado, incluyendo administraciOn parenteral, subcutanea, tOpica, intraperitoneal, 

intrapulmonar e intranasal e intralesional (por ejemplo, para el tratamiento inmu-

15 nosupresor local). Las infusiones parenterales incluyen administraci6n intramus-

cular, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal o subcutanea. Adernas, la variante 

polipeptidica se administra de manera adecuada mediante infusi6n por pulsos, 

particularmente con dosis decrecientes del polipeptido variante. Preferiblemente, 

la dosificacion se administra mediante inyecciones, lo mas preferiblemente inyec-

20 ciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracion 

es breve o crOnica. 

Para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad, la dosificacion apropiada 

de variante polipeptidica dependera del tipo de enfermedad que va a tratarse, la 

gravedad y el transcurso de la enfermedad, si el polipeptido variante se administra 

25 para fines preventivos o terapeuticos, la terapia previa, la historia clinica del pa-

ciente y la respuesta a la variante polipeptidica, y el criterio del medico encargado. 

El polipeptido variante se administra de manera adecuada al paciente en una vez 

o a lo largo de una serie de tratamientos. 

Por ejemplo, dependiendo del tipo y la gravedad de la enfermedad, aproximada-

30 mente de 0,1 gag/kg a 15 mg/kg (por ejemplo, 0,120 mg/kg) de polipeptido variante 

es una dosificaciOn candidata inicial para la administraciOn al paciente, ya sea, por 

ejemplo, mediante una o mas administraciones separadas, o mediante infusiOn 

continua. Una dosificaciOn diaria tipica puede oscilar entre aproximadamente 

1 fag/kg y 100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anterior-
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mente. Para administraciones repetidas a lo largo de varios dias o mas, depen-

diendo del estado, el tratamiento se mantiene hasta que los sintomas se reducen 

suficientemente o se eliminan. El progreso de esta terapia se monitoriza facilmen-

te mediante tecnicas y ensayos convencionales, y puede usarse para ajustar la 

5 dosificacion para alcanzar un efecto terapeutico. 

Estas cantidades sugeridas de polipeptido variante ester' sujetas a una gran can-

tidad de criterio terapeutico. El factor cave en la selecciOn de una dosis y calen-

dario apropiados es el resultado obtenido. Los factores para su consideraciOn en 

este context° incluyen el trastorno particular que este tratandose, el mamifero par-

10 ticular que este tratandose, el estado clinic° del paciente individual, la causa del 

trastorno, el sitio de administraciOn del anticuerpo, el tipo particular de anticuerpo, 

el metodo de administraciOn, el calendario de administraci6n y otros factores co-

nocidos por los profesionales medicos. 

Una cantidad terapeuticamente eficaz de un polipeptido variante que va a admi-

15 nistrarse es el nivel de dosificaciOn requerido para un paciente de tal manera que 

se reducen los sintomas de la enfermedad que este tratandose. Adicionalmente, 

una cantidad terapeuticamente eficaz puede referirse a la cantidad de agente te-

rapeutico suficiente para retrasar o minimizar o prevenir la aparici6n de la enfer-

medad, por ejemplo, retrasar o minimizar o prevenir la diseminaciOn del cancer. 

20 Una cantidad terapeuticamente eficaz puede referirse a la cantidad de agente te-

rapeutico (por ejemplo, polipeptido variante), tambien puede referirse a la cantidad 

del agente terapeutico que proporciona un beneficio terapeutico en el tratamiento 

o la gesti6n de una enfermedad en un sujeto. Adernas, una cantidad terapeutica-

mente eficaz con respecto a un agente terapeutico de la invenciOn se refiere a la 

25 cantidad de agente terapeutico solo, o en combinaciOn con otras terapias, que 

proporciona un beneficio terapeutico en el tratamiento o la gestiOn de una enfer-

medad en un sujeto. No se necesita formular el polipeptido variante, pero opcio-

nalmente se hace, con uno o mas agentes usados actualmente para prevenir o 

tratar el trastorno en cuestiOn. La cantidad eficaz de tales otros agentes depende 

30 de la cantidad de polipeptido variante presente en la formulaciOn, el tipo de tras-

torno o tratamiento, y otros factores comentados anteriormente. Un primer agente 

profilactico o terapeutico (por ejemplo, polipeptido variante o polipeptido que corn-

prende una region Fc variante de la invenciOn o fragmento funcional de la misma) 

puede administrarse antes de, concomitantemente con o despues de la adminis-
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traci6n de un segundo agente profilactico o terapeutico a un sujeto con un trastor-

no. 

Los agentes terapeuticos pueden congelarse o liofilizarse para su almacenamien-

to y reconstituirse en un portador esteril adecuado antes de su uso. La liofilizacion 

5 y reconstituci6n pueden conducir a diversos grados de perdida de actividad de an-

ticuerpo. Pueden tener que ajustarse las dosificaciones para compensar. Gene-

ralmente, se prefiere un pH de entre 6 y 8. 

En el presente documento se contempla el uso de un anticuerpo monoclonal que 

comprende una region Fc variante de la presente invenciOn para tratar o prevenir 

io al menos uno de los trastornos mencionados anteriormente (por ejemplo, cancer) 

en los que antigen° al que se une el anticuerpo monoclonal es perjudicial o que 

se beneficia de niveles disminuidos del antigen°. Adicionalmente, se contempla el 

uso de un anticuerpo que comprende una regi6n Fc variante de la presente inven-

ciOn para su uso en la fabricaciOn de un medicament° para el tratamiento de al 

15 menos uno de los trastornos mencionados anteriormente. 

Tal como se usan en el presente documento, los terminos "tratamiento", "tratar" y 

similares se refieren a obtener un efecto farmacolOgico y/o fisiologico deseado. El 

efecto puede ser profilactico en cuanto a prevenir parcial o completamente una 

enfermedad o sintoma de la misma y/o puede ser terapeutico en cuanto a una cu-

20 ra parcial o completa de una enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la enfer-

medad. "Tratamiento", tal como se usa en el presente documento, incluye la ad-

ministraciOn de un compuesto de la presente invenciOn para el tratamiento de una 

enfermedad o un estado en un mamifero, particularmente en un ser humano, e in-

cluye: (a) prevenir que se produzca la enfermedad en un sujeto que puede estar 

25 predispuesto a la enfermedad pero al que aun no se le ha diagnosticado que la 

tiene; (b) inhibir la enfermedad, es decir, detener su desarrollo; y (c) aliviar la en-

fermedad, es decir, provocar la regresiOn de la enfermedad o del trastorno o ali-

viar sintomas o complicaciones del mismo. Los regimenes de dosificacion pueden 

ajustarse para proporcionar la respuesta deseada Optima (por ejemplo, una res-

30 puesta terapeutica o profilactica). Por ejemplo, puede administrarse un unico bolo, 

pueden administrarse varias dosis divididas a lo largo del tiempo o puede reducir-

se o aumentarse proporcionalmente la dosis tal como se indica por las exigencias 

de la situaci6n terapeutica. 
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Anticuerpos anti-CD20 

Se da a conocer un anticuerpo anti-CD20 que comprende una region Fc variante 

(veanse, por ejemplo, el ejemplo 4 y la figura 4 en el presente documento). Un an-

5 ticuerpo anti-CD20 comprende una regi6n Fc variante, o parte de la misma que 

comprende la sustituciOn de aminoacido, enumerada en las tablas 1-10 en el pre-

sente documento, el anticuerpo anti-CD20 puede comprender ademas un peptido 

con la secuencia mostrada en SEQ ID NO: 13, 14, 15 0 16. En otra realizaciOn, un 

anticuerpo anti-CD20 comprende una regi6n Fc variante o parte de la misma que 

10 comprende la sustituciOn de aminoacido, enumerada en las tablas 1-10 en el pre-

sente documento, y que comprende adernas peptidos con las secuencias mostra-

das en: 

a) SEQ ID NO: 13y SEQ ID NO: 14; 

15 

b) SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16; 

c) SEQ ID NO: 17, 18, 19, 20, 21 y 22; o 

20 d) SEQ ID NO: 23, 24, 25, 26, 27 y 28. 

Mas preferiblemente, un anticuerpo anti-CD20 comprende una regi6n Fc variante, 

o parte de la misma, que comprende sustituciOn/sustituciones de aminoacido(s) 

seleccionada(s) del grupo que consiste en: 

25 

a) 2471 y 339D; 

b) 2471 y 339Q; y 

30 c) 378D; 

y comprende ademas una region variable que comprende polipeptidos con las se-

cuencias seleccionadas del grupo que consiste en: 
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a) SEQ ID NO: 13 y SEQ ID NO: 14; 

b) SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16; 

5 c) SEQ ID NO: 17, 18, 19, 20, 21 y22; y 

d) SEQ ID NO: 23, 24, 25, 26, 27 y 28. 

Usos de region Fc variante adicionales 

10 

Las variantes, y secuencias de acid° nucleico que codifican para variantes, de la 

presente descripciOn pueden usarse de muchas maneras. Por ejemplo, pueden 

usarse variantes en ensayos de selecciOn de farmacos. Par ejemplo, pueden eva-

luarse compuestos candidatos para determinar su capacidad para alterar o inter-

15 ferir con funciones efectoras de Fc poniendo en contacto una variante con el 

compuesto candidato y determinando la union del compuesto candidato a la va-

riante. Puede inmovilizarse la variante usando metodos conocidos en la tecnica 

tales coma uniOn de una proteina de fusion GST-variante a una perla polimerica 

que contiene glutatiOn. Se construye un gen quimerico que codifica para una pro-

20 teina de fusi6n de GST fusionando ADN que codifica para la variante de interes al 

ADN que codifica para el extremo carboxilo terminal de GST (vease, par ejemplo, 

Smith et al. , Gene 67:31 [1988]). Entonces se transforma el constructo de fusiOn 

en un sistema de expresiOn adecuado (par ejemplo, E. coli XA90) en el que puede 

inducirse la expresion de la proteina de fusi6n de GST can isopropil-f-D-

25 tiogalactopiranOsido (IPTG). La inducciOn con IPTG debe proporcionar la proteina 

de fusiOn coma constituyente principal de proteinas celulares solubles. Las protei-

nas de fusi6n pueden purificarse mediante metodos conocidos por los expertos en 

la tecnica, incluyendo la purificaci6n mediante cromatografia de afinidad con glu-

tation. La uni6n del compuesto candidato a la variante esta correlacionada con la 

30 capacidad del compuesto para alterar la una o mas funciones efectoras. 

En otro metodo de seleccion, se inmoviliza o bien la variante o bien un FcR selec-

cionado usando metodos conocidos en la tecnica, tal como adsorci6n sabre una 

placa de microtitulaciOn de plastico o uniOn especifica de una proteina de fusion 

de GST a una perla polimerica que contiene glutatiOn. Par ejemplo, se une GST-
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variante a perlas de glutation-Sepharose. Entonces se pone en contacto la varian-

te inmovilizada con un FcR y un compuesto candidato. Entonces se retira el pep-

tido no unido y se solubiliza el complejo y se analiza para determinar la cantidad 

de peptido marcado unido. Una disminuci6n en la union es una indicaci6n de que 

5 el compuesto candidato inhibe la interacciOn de la variante con el FcR. Este me-

todo de selecciOn es particularmente OM con variantes de la presente invencion 

que muestra un nivel aumentado de Una variacion de este metodo permite la se-

leccion de compuestos que pueden alterar un complejo variante/receptor de Fc 

anteriormente formado. Por ejemplo, en algunas realizaciones se inmoviliza un 

to complejo que comprende una variante unida a un FcR tal como se describi6 ante-

riormente y se pone en contacto con un compuesto candidato. La disoluciOn del 

complejo por el compuesto candidato se correlaciona con la capacidad del corn-

puesto para alterar o inhibir la interaccion entre la variante que esta sometiendose 

a prueba y el FcR que esta. Con respecto a esto, pueden identificarse compues-

15 tos con el potencial terapeutico (por ejemplo, en seres humanos) (por ejemplo, 

compuestos Utiles para tratar una enfermedad humana, tal como enfermedades 

autoinmunitarias). 

Otra tecnica para la selecciOn de farmacos proporciona una selecciOn de alto ren-

dimiento para compuestos que tienen una afinidad de uni6n adecuada a peptidos 

20 variantes y se describe en detalle en el documento WO 84/03564. En resumen, se 

sintetizan grandes numeros de compuestos de prueba peptidicos pequenos dife-

rentes sobre un sustrato sOlido, tal como pasadores de plastic° o alguna otra su-

perficie. Entonces se hacen reaccionar los compuestos de prueba peptidicos con 

peptidos variantes y se lavan. Entonces se detectan los peptidos variantes unidos 

25 mediante metodos bien conocidos en la tecnica. 

Otra tecnica usa anticuerpos dirigidos a peptidos variantes. Tales anticuerpos que 

pueden unirse especificamente a peptidos variantes compiten con un compuesto 

de prueba por la uniOn a una variante dada. De esta manera, los anticuerpos pue-

den usarse para detectar la presencia de cualquier peptido que comparte uno o 

30 mas determinantes antigenicos del peptido variante. 

La presente descripci6n contempla muchos otros medios de seleccion de corn-

puestos. Los ejemplos proporcionados anteriormente se presentan simplemente 

para ilustrar una gama de tecnicas disponibles. Un expert° habitual en la tecnica 

apreciara que pueden usarse muchos otros metodos de selecciOn. 
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En particular, la presente descripciOn contempla el uso de limas celulares trans-

fectadas con acid° nucleico que codifica para al menos una region Fc variante pa-

ra seleccionar compuestos por su actividad, y en particular para la selecciOn de 

alto rendimiento de compuestos a partir de bibliotecas combinatorias (por ejemplo, 

5 bibliotecas que contienen mas de 104 compuestos). Las lineas celulares de la 

presente invencion pueden usarse en una variedad de metodos de selecciOn. 

Las variantes pueden usarse como agente de purificaci6n por afinidad. Por ejem-

plo, la variante puede inmovilizarse sobre una fase sOlida tal como una resina 

Sephadex o papel de filtro, usando metodos bien conocidos en la tecnica. Enton-

10 ces se pone en contacto la variante inmovilizada con una muestra que contiene el 

antigen° que va a purificarse, y posteriormente se lava el soporte con un disolven-

te adecuado que eliminard sustancialmente todo el material la muestra excepto el 

antigen° que va a purificarse, que esta unido a la variante polipeptidica inmovili-

zada. Finalmente, se lava el soporte con otro disolvente adecuado, tal como tam-

15 p6n de glicina, pH 5,0, que liberara el antigen° del polipeptido variante. 

El polipeptido variante tambien puede ser Cid en ensayos de diagnOstico (por 

ejemplo, para detectar la expresiOn de un antigen° de interes en celulas especifi-

cas, tejidos o suero). Para aplicaciones de diagnOstico, la variante se marcara 

normalmente con un resto detectable (tales marcadores tambien son Utiles en los 

20 ensayos de la region Fc descritos anteriormente). Hay numerosos marcadores 

disponibles, incluyendo, pero sin limitarse a, radioisOtopos (por ejemplo, 35S, 14C, 

1251, 3H y
 1311),

 marcadores fluorescentes (por ejemplo, quelatos de tierras raras 

(quelatos de europio) o fluoresceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, 

dansilo, Lissamine, ficoeritrina y Texas Red), y diversos marcadores de enzima-

25 sustrato (vease, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 4.275.149), y lucifera-

sa, luciferina, 2,3-dihidroftalazindionas, malato deshidrogenasa, ureasa, peroxida-

sa tal como peroxidasa del rabano (HRPO), fosfatasa alcalina, 3-galactosidasa, 

glucoamilasa, lisozima, sacarido oxidasas (por ejemplo, glucosa oxidasa, galacto-

sa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tal como 

30 uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa, microperoxidasa y similares). Los 

ejemplos de combinaciones enzima-sustrato incluyen, por ejemplo: (i) peroxidasa 

del rabano (HRPO) con hidrOgeno peroxidasa como sustrato, en las que la hidrO-

geno peroxidasa oxida un precursor colorante (por ejemplo, ortofenilen-diamina 

(OPD) o clorhidrato de 3,3',5,5'-tetrametil-bencidina (TMB)); (ii) fosfatasa alcalina 
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(AP) con fosfato de para-nitrofenilo como sustrato cromogenico; y (iii) D-

galactosidasa (R-D-Gai) con un sustrato cromogenico o sustrato fluorogenico. 

Las variantes tambien pueden usarse para ensayos de diagnostico in vivo . Por 

5 ejemplo, se marca el polipeptido variante con un radionklido de modo que el an-

tigeno o las celulas que lo expresan pueden localizarse usando inmunoescintigra-

fia. 

10  

Tabla 1 Variantes de Fc 

PosiciOn+ Sustituci6n de aminoacidd 

23 5 G , R 

2 3 6 F , R , Y 

2 3 7 K , N , R 

2 3 8 E , G , H , I , L , V , W , Y 

2 4 4 1. 

2 4 5 

2 4 7 A , D , E , F , M , N , Q , R , S . T , W , Y 

24 8 F , P , Q , w 
24 9 L , M , N , P , Y 

2 5 1 H , I , W 

2 5 4 D , E , F , G . H , I , K , L , M , N , P . Q , R , V . W , Y 

2 5 5 K , N 

2 5 6 H , I , K , L , V . W , Y 

2 5 7 A , I , M , N , S 

2 5 8 

2 6 0 

2 6 2 

2 64 

2 6 5 K , S 
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2 6 8 

2 6 9 N , Q 

2 7 1 

2 72 H , K , L , R 

2 7 9 A , D , F , G . H , I , K , L , M , N , Q , R , S , T , W , Y 

2 8 0 

2 8 3 F , G , H , I , K , L , M , P , R , T , W o Y 

2 8 6 

2 8 8 N , P 

2 92 E , F , G , I , L 

293 S , V 

3 0 1 

3 04 

307 E , M 

3 1 2 

3 1 5 F t K , L , P . R 

3 1 6 F , K 

3 1 7 P , T 

3 1 8 N , P , T 

3 3 2 F , C . L , M , S . V. W 

3 3 9 D , E , F , G , H , I , K , L , M , N , Q , R , S . W , Y 

3 4 1 D , E , F , H , I , K , L , M , N , P , Q , R , S , T , V . W , Y 

3 4 3 A , D , E , F , G , H , I , K , L . M , N , 0 , R , S , T , V , W , Y 

3 7 3 D , E , F , G , H , I , K , L , M , N , Q , R , S , T , V , W 

3 7 5 

3 7 6 E , F , C . H , I , L , M , N , P , Q . R . S . T , V . W , Y 

3 7 7 G , K , P 

3 7 8 D , N 

3 7 9 N , 0 , S , T 

3 80 D , N , S , T 

3 8 2 D , F , H , I , K , L , M , N , P , Q . R , S , T , V , W , Y 

3 8 5 E , P 

3 8 6 

42 3 

424 H , M , V 

42 6 D , L 

427 

4 2 9 A , F , M 

4 3 0 A , D , F , G , H , I , K , L , M , N . P , Q , R , S . T , V . W , I 

43 1 H , K , P 

4 3 2 R , S 

4 3 8 3 , K , L , T , W 

4 3 9 E , H , Q 

44 0 D , E , F , 3 , H , I , K , L o 14 , Q , T , V 

44 2 

Posici6n de aminoacido de Fc segOn la numeraci6n de EU 

Por ejemplo, en la posiciOn 249: 249L, 249M, 249N o 249Y 

Tabla 2 Variantes de Fc: cambios de la funci6n efectora 

Varian- ADCC ADCC U n i6n a Un i6n a CDC po- CDC 

te* poten- d ism i nu i- FcRn po- FcRn tenciada d ism inu i-
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c iada da tenciada d ism i n u i-

da 

da 

235G X 

2350 X 

235R 

235S X 

238F 

236R 

236Y 

237E 

237K 

237N 

237R 

238A 

238E 

238G X X 

238H X 
2381 

238L X 

238V X 

238W 

238Y 

244L X 

245R X X 

247A X 

247D X X 

247E 

247F X 

247G 

247H X X 
2471 X 

247L X 

247M X 

247N X 

2470 

247R X 

247S X 

247T X 

247V X 

247W 

247Y X 

248A 

248F X 

248P 

2480 X X 

248W X 
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249E 

249L 

249M 

249N 

X 

249P X 

249Y X 

250K 

250M X 

250R 

251 F X 

251 H 

251 1 

251W 

252Y X 

254A 

254D 

254E 

254F X 

2546 

254H 

254 1 

254K 

254L 

254M X 

254N 

254P 

2540 

254R 

254T 

254V 

254W 

254Y X 

255K 

255N 

256A X X 

256F X 

2566 X 

256H 

2561 

256K 

256L 

256M X 

256P X 

2560 

256R 

256V X 
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256W 

258Y 

257A 

2571 

257M 

257N 

2578 

257V 

258D X 

260S X 

2621 

264S 

265H 

265K 

2858 

265Y 

2676 

267H 

-2671 

267K 

2680 X X 

268E X 

268K 

269N 

2690 

270A 

270G 

270K 

270M 

270N 

271T 

272H 

272K 

2721 

272N 

272R 

279A X 

279D 

279F 

2796 

279H 

2791 

276K X 

279L X 

279M X 

279N X 
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2790 

279R 

279$ 

279T 

279W 

279Y 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

280A x X 

2SOK X X 

280T X X 

283A X X 

283D X X 

283F X X X 

283G X X X 

283H X X X 

2831 X X X 

283K X X X 

283L X X X 

283M X X 

283N X X 

283P X X 

2830 X 

283R X X X 

2033 X X 

283T X 

283W X X X 

283Y X X 

285N X X 

286F X 

288N X X 

288P X X 

292A X X 

292E X X 

292F X X 

292G X X 

2921 X X 

2921 X X 

2933 X X 

293V X X 

301W X X 

304E X 

307A X X X 

307E X X X 

307M X X X 

3 1 1 A X X 

31 1 0 X X 

31 1 E X X 
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31 1 F 

31 1 3 

31 1 1 

31 1 K 

31 1 1 

31 1M 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

31 1 R X X 

31 1 N X X 

31 1 S X X 

31 1T X X 

31 1 V X X X 

31 1W X X 

31 1 Y X X X 

312P X X X 

31 4F X x X 

31 4 1 X X 

31 4V X X X 

31 4W X X X 

-314Y X 

31 5F X X X 

315K X X 

3151 X X 

31 5P X X X 

31 5R X 

316F X X X 

316K X X 

317P x x X 

3171 X X 

3 1 8N X X X 

3 1 8P X X 

31 81 X X X 

31 8V X 

326W X X X 

3271 X X 

328V X X 

329Y X X 

330K X X 

330R X 

332A X 

332D X X 

332E X X 

332F x X 

332G X 

332H X X X 

332K X x X 

3321 X X X 
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332M 

332N 

3320 

X X 

X 

X 

332R X X 

332S X X 

3321 X X 

332V X X 

332W X X X 

332Y X 

339D X X 

339E X X 

339F X X 

338G X X X 

339H X 

3391 X X 

339K X X 

339L X 

339M X X 

339N X X X 

3390 X X 

339R X X X 

339S X X 

339T X X X 

339W X X 

339Y X 

34 1 D X X X 

341 E X X X 

341 F X X X 

341 H X X 

34 1 1 X X X 

341 K X X X 

34 1 L X X X 

341 M X X X 

341 W X X X 

341 P X X X 

3410 X X X 

341 R X X X 

341 S X X X 

34 1T X X X 

34W x x 

341W X X X 

341Y X X X 

343A X X 

3430 X X 

343E X X X 

343F X 
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343G X X 

343H X X X 

3431 

343K X X 

343L X X 

343M X X X 

343N X X 

3430 X X X 

343R X X X 

343S X X 

343T X X X 

343V X X 

343W X X X 

343Y X X X 

373A X X 

3730 X X X 

373E X X 

373F X X 

373G X X 

373H X 

3731 X X 

373K X X X 

373L X X X 

373M X X X 

373N X X X 

3730 X X X 

373R X X 

373S X X 

373T X X X 

373V X X X 

373W X X X 

375R X X X 

376A X X X 

376E X 

376F X X 

376G X X X 

376H X X X 

3761 X 

3761- X X 

376M X 

376N X 

376P X X 

3760 X 

376R X 

376S X 

376T X X 

X 
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376V X X X 

376W X X 

376Y X X 

377G X 

377K X X 

377P 

3780 X 

378N 

379N X 

3790 X 

379S 

3791 

380A 

380D X 

380N X 

380S X 

3801 

382A X 

3820 X X 

382F X X 

382H 

3821 X 

382K 

382L 

382M 

382N 

382P 

3820 

382R 

382S 

3821 

382V 

382W 

382Y 

385E X 

385P 

388K 

423N 

424H 

424M 

424V 

4260 

426L 

427N X 

429A 

429F 
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429M X X X 

430A X X 

430D X X 

430F X X 

430G X X 

43011 X X X 

4301 X X 

430K X X X 

4301 X X 

430M X X 

430N X X X 

430P X 

4300 X X 

43OR X X X 

430S X X 

430T X X 

430V X X 

430W X X X 

430Y X X 

431 H X X 

431 K X 

431 P X X 

432R X X X 

432S X X X 

434G X X 

434H X X 

4341 X X X 

434W X X X 

434Y X X 

4361 X X X 

4361 X 

4361 X X 

438G X 

438K X 

4381- X X 

438T X X 

438W X X 

439E X 

43911 X 

4390 X X 

440A X X 

4400 X X 

440E X 

440F X X 

440G X X 

44011 X X 
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4401 X 

440K X 

4401 X X 

440M X 

440N 

4400 X 

440R 

440T X 

440V X 

440w 
440Y 

442K X X 

Vanantes sometidas a prueba en anticuerpo anti-CD20, region Fc de IgG1 

Tabla 3 ADCC potenciada 

PosiciOn+ Sustitucion de aminoacido* 

2 4 7 A , F, H , 1 , L . M , T , V , Y 

2 4 9 E , Y 

2 5 1 

2 54 F , M , Y 

2 56 A , 14 

2 58 

2 6 8 D , E 

2 7 9 A 

2 8 0 A , K 

2 8 3 A , I , K , M , R 

2 8 8 

2 92 A 

3 1 1 A , D , N , T , V , Y 

3 1 5 

3 1 8 N , P . T , V 

3 3 0 

3 3 2 T , V 

3 3 9 D , F , C , I , K , M , N , Q , R , S , T 

37 6 A , V 

37 7 G , K 

3 7 9 

3 8 0 N , S 

3 82 A , I 

3 8 5 

4 2 7 

4 2 9 

4 34 

4 36 

4 4 0 G . 14 . I . L 

Posici6n de aminoacido de Fc seg0n la numeraciOn de EU 
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Por ejemplo, en la posici6n 249: 249E o 249Y 

Tabla 4 ADCC disminuida 

Pos icion÷ Sustituci6n de am i noacido 

2 3 5 Q , R , S 

2 3 6 F , R , Y 

2 3 7 E , K , N , R 

23 8 E , G , H , I , L , V . W , Y 

24 7 G , R 

24 9 L , P 

250 K , M . R 

251 H , I , W 

2 52 

254 L , P , 0 , T , V 

256 V 

2 57 A , I , M , N , S , V 

26 0 

262 

264 

2 65 H , K , S 

2 6 7  

2 6 9 N , Q 
27 0 A , G , K , M , N 

2 7 1 

2 72 H , K , L , N , R 

2 7 9 D , F , K , L , W 

2 83 V , F , G , H , L , T , W , Y 

28 5 

2 88 

2 92 E , F , G , 

2 93 $ , V 

301 

3 04 

3 07 A , S . M 

3 1 1 F , I , K , S 

3 1 2 

3 1 4 F , / , V , W 

3 1 5 P , P 

3 1 6 

3 1 7 

3 2 7 

328 V 

3 2 9 

3 3 2 G , K . L . R , W 

3 4 1 0 , E , F , H , I , K , L , M , N , P , Q , R , S . T , W , Y 

3 4 3 A , 0 , E , F , G , H , L , M , N , 0 , R , S , T , V , W , 

3 73 A , El , E , F , G , I , K , L , M , N , 0 , R , S , T , V , w 
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3 7 5 

3 76 A , E , F , G , H , W , Y 

3 79 

3 82 D , S 

4 2 9 A , F 

4 3 0 H , K , N , R , W 

4 3 2 R , S 

4 34 

4 4 0 D , T , 

4 4 2 

Posici6n de aminoacido de Fc segun la numeraci6n de EU 

labia 5 Afinidad de union a FcRn potenciada 

Pos iciOn+ Sustituci6n de am inoacido 

23 8 

2 4 4 

2 4 5 

2 4 9 

2 52 

2 56 

2 5 7 A , I , M , N , S . V 

2 5 8 

260 

2 62 

2 7 0 

272 L , R 

2 7 9 A , D , G , H , M , N , Q , R , S , T , W , Y 

2 8 3 A , D , F , C . H , I , K , L , N , P . Q . R , S , T , W , 

2 8 5 

2 86 

2 8 8 N , P 

2 9 3 

3 07 A , E , M 

3 1 1 A , I , K , L , M , V . W 

3 1 2 

3 1 6 

3 17 

3 18 N , T 

3 3 2 F , H , K , L , M , R , S , W 

3 3 9 N , T , W 

3 4 1 

3 4 3 E , H , K , Q , R , T , Y 

3 75 

3 76 G , I , M , P , T , V 

3 77 

3 78 D , N 

3 80 N , S , T 

3 82 F , H , 1 , K , L , M , N , Q , R , S , T , V , W , Y 

Y 
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423 

427 

930 Af F p GO H, I, K f L f 

431 H, K 

434 F, G, H, N, Y 

436 I, 1,, T 

438 K, T, W 

440 

442 

M , N , R, S, T, V, Y 

Posici6n de aminoacido de Fc segim la numeracion de EU 

Table 6 Afinidad de union a FcRn disminuida 

PosiciOn+ Sustitucion de am inoacido 

2 3 5 

23 6 

2 3 7 K , R 

2 3 8 E , G , H , W 

24 7 A , D , E , F , G , H , I , L , M , N , 0 , R , S , W , Y 

2 4 8 A , F , p , Q , W 

2 4 9 E , L , M , Y 

2 5 1 F , H , I , Si 

2 54 D , E , F , G , H , I , K , L , M , N , P , 0 , R , T , V , W , 

2 5 5 K , N 

2 56 F , H , I , K , M , R , W , Y 

2 64 

2 6 5 S , Y 

2 6 7 G , I 

268 D , K 

2 70 A , M 

2 7 9 I , K , L 

2 8 0 

2 92 E , F , G , I , L 

3 1 1 D , E , F , G , N , R , Y 

3 1 5 F , K , P 

3 1 6 

3 1 7 

3 2 6 

3 2 7 

3 3 9 E , G , L , R 

3 4 1 D , E , F , I , K , L , M , N o Q , R o S . T , V , W , Y 

3 4 3 M , V , W 

3 7 3 A , D , G , K , L , M , N , Q , S . T , V , W 

3 7 6 H , L , W , Y 

4 2 4 M , V 

4 2 6 

4 2 9 A , F , M 

4 3 0 D , W 

4 3 1 

4 3 2 R , S 

4 3 4 

4 3 9 

4 4 0 A . D . E—_E.  M 

Y 

Posici6n de aminoacido de Fc segim la numeraci6n de EU 
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Tabla 7 CDC potenciada 

PosiciOn+ SustituciOn de ami noacido 

23 6 

2 4 4 

24 7 A , D , E , G , N , Q , R , S , W 

2 4 8 P , P , 0 , W 

24 9 E , L , M , N , P , Y 

2 50 K , R 

25 1 F , H , I , w 

2 54 A , F , K , L , M , R , Y 

25 5 

256 A , G , I , L , M , P , Q , W , Y 

260 

26 8 

27 9 Q , S , W , Y 

2 8 0 K , T 

283 F , G , H , I , K , L , M , N , P , R , S , W 

2 92 

3 0 7 A , M 

3 1 1 F , I , K , L , M , T , V . W , Y 

3 12 

3 14 F , I , V , W , Y 

3 1 5 F , K , L , P . R 

3 16 

3 1 7 P , T 

3 1 8 N , T 

3 3 2 A , D , E , F , G , H , L , 
M , 

N , 
0 , 5 , 

T, 
V , 

W , Y 

3 3 9 D , F , G , H , I , K , N , Q , R , S . T , W , Y 

3 4 1 D , E , F , H , I , K , L , M , N , P , Q , R , S , T , V , W , Y 

3 4 3 A , D , 8 , G , H , K , L , M , N , Q , R , S , T , N . Y 

3 73 D , 8 , F . H , I , K , L , m , N , Q , R , T , V , w 

3 75 

3 76 A , F , G , H , L , N , P , Q , R , S , T , V 

3 77 

3 7 9 N , Q , S , T 

3 80 A , N , S , T 

3 02 I , L , Q , V 

3 86 

4 26 D , L 

4 2 9 A , F , M 

4 30 A , D , F , G , H , I , K , L , M , N , P . R , S . T , V , W , Y 

4 3 1 H , P 

4 32 R , S 

4 34 W , Y 

4 3 8 L , W 

4 40 0 , Y 

PosiciOn de aminoacido de Fc segun la numeraci6n de EU 

Tabla 8 CDC disminuida 

5 
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PosiciOn+ SustituciOn de aminoacido 

2 3 5 G , S 

2 3 6 

2 3 7 E , K , N , R 

2 3 8 A , E , G , H„ L , V , W , Y 

2 4 5 

2 4 7 H , I , L , T , Y 

2 5 0 

2 5 2 

2 5 4 D , E , I , P , Q , T , V 

2 5 5 

2 57 A , I , M , N , S , V 

2 6 2 

2 64 

2 6 5 H , Y 

2 6 7 G , H , I , K 

2 6 8 

2 6 9 N , Q 

2 7 0 G , M , N 

2 7 1 

2 7 2 H , L , N 

2 92 A 

2 9 3 

3 0 1 

3 0 7 

3 1 1 E , S 

3 1 6 

3 1 8 

3 2 7 

3 2 8 V 

3 2 9 

3 3 0 K , R 

3 3 2 E . M 

3 4 3 

3 7 3 

3 7 8 

3 8 0 

3 8 2 D , F , N , P , R , S . W , Y 

3 8 5 E , P 

4 2 3 

4 2 4 H , M 

4 2 7  

PosiciOn de aminoacido de Fc segun la numeraciOn de EU 

Eiemplos  

Los siguientes ejemplos se proporcionan con el fin de demostrar e ilustrar adicio-
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nalmente determinadas realizaciones preferidas y aspectos de la presente inven-

ciOn y no deben interpretarse como limitativos del alcance de la misma. 

EJEMPLO I — SelecciOn de regiones Fc variantes en ensavos de ADCC 

5 Este ejemplo describe c6mo se seleccionan regiones Fc variantes, en el contexto 

de un anticuerpo (por ejemplo, anticuerpo anti-CD20) en un ensayo de ADCC. 

I. Aislamiento de celulas mononucleares de sangre periferica (CMSP) 

Se obtienen aproximadamente 50 ml de sangre periferica a partir de un donante 

10 sano y se diluyen 1:2 con solucion salina tamponada con fosfato (PBS), pH 7,0. 

Se mezclan las disoluciones agitando suavemente el tubo. Se recubren de mane-

ra cuidadosa aproximadamente 12 ml de Histopaque-1077 (n.° de cat. de Sigma 

1077-1) bajo la muestra de sangre diluida seguido por centrifugaciOn en una cen-

trifuga Sorvall RT6000B con rotor flotante a 1000 rpm durante 10 min. con freno 

15 desactivado. Se descarta la fase superior del gradiente mediante aspiracion y se 

recoge la interfase que contiene CMSP, de color blanco, y se lava 3 veces con so-

luciOn salina equilibrada de Hank (n.° de cat. de Gibco 14025-092). Se suspende 

el sedimento celular lavado en aproximadamente 20 ml de medios RPMI 1640 

que contienen suero bovino fetal al 10% (FBS) (n.° de cat. de Omega Scientific 

20 FB-01). Se dividen las CMSP resuspendidas en dos matraces de cultivo T-175 y 

se anaden 30 ml de RPM! que contiene FBS al 10% a cada uno, seguido por in-

cubaci6n durante la noche en un incubador a 37°C, CO2 al 5%. Al dia siguiente se 

recogen las CMSP no adherentes en tubos Falcon de 50 ml, se centrifugan como 

anteriormente y se resuspenden en RPM! que contiene FBS al 1% que carece de 

25 rojo de fenol. Se diluye 10 veces una pequeria parte de las celulas resuspendidas 

y se cuentan usando un hemocitometro. Se colocan las CMSP restantes en el in-

cubador hasta que se necesitan. 

ii. Linea celular diana (especifica para ensayos de ADCC con anticuer-

30 po anti-CD20)  

Pueden obtenerse lineas de celulas B que expresan CD20 Wil.2 y 5KW6.4 de 

ATCC y hacerse crecer segiin se recomienda. Un dia antes de usarse, se dividen 

2 veces las celulas. Al dia siguiente se ajusta el numero de celulas hasta 4 X 105 
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celulas/m1 y se ariaden alicuotas de 50 1.11 (20.000 celulas/pocillo) a una placa de 

cultivo tisular de 96 pocillos. 

iii. Diluciones de IgG 

5 

Antes de la selecciOn, se expresa IgG que comprende una variante de Fc de la 

presente invenciOn, se purifica y se cuantifica usando un ELISA convencional. Pa-

ra la selecciOn de ADCC de un Onico punto primaria, se diluyen variantes de IgG 

hasta 40 ng/ml en medios RPM' que contienen FBS al 1% que carece de rojo de 

10 fenol. Se diluye 4 veces la concentracion de IgG final en el ensayo (es decir, con-

centraci6n final de 10 ng/ml). Se ariaden alicuotas de cincuenta microlitros de IgG 

a las celulas diana y se incuban durante aproximadamente 15 minutos a 37°C an-

tes de ariadir las celulas efectoras a las celulas diana opsonizadas. 

Cuando se realizan titulaciones de IgG, se varia la concentraci6n de IgG en el in-

15 tervalo de desde aproximadamente 0,0001 hasta 1 tig/ml. Se preparan diluciones 

de IgG usando una placa de microtitulacion de 96 pocillos diluyendo las muestras 

en RPM! que contiene FBS al 1% que carece de rojo de fenol. Entonces se afia-

den las muestras de IgG diluidas a la placa de ensayo que contiene las celulas di-

ana. 

20 

iv. Celu las efectoras 

Se ajusta la concentraci6n de CMSP de modo que la razon de efector con respec-

to a diana este en el intervalo de 10-20:1 (es decir, 2-4 X 106 celulas/m1). Se aria-

25 den cien microlitros de las CMSP resuspendidas a cada pocillo de las celulas di-

ana opsonizadas. Se incuban las placas a 37°C en presencia de CO2 al 5% du-

rante 3-4 horas. 

30 

v. Deteccion de liberacion de lactato deshidrocienasa (LDH)  

Se mide la lisis de celulas diana detectando la liberaciOn de enzima LDH a partir 

del citoplasma de celulas danadas en el sobrenadante de cultivo. Tras la incuba-

cion de las celulas diana opsonizadas con las celulas efectoras, se centrifugan las 

placas de ensayo a 2000 rpm durante 5 minutos. Cuidadosamente, se retiran 
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aproximadamente 751.ildel sobrenadante de cultivo celular mientras que se evitan 

los residuos y las celulas sedimentadas. Se anade este sobrenadante directamen-

te a una placa de microtitulaciOn y a esto se le afiaden 75 JAI de reactivo de detec-

ci6n de LDH (n.° de cat. de Roche 1 644 793). Entonces se incuba la placa duran-

5 te aproximadamente 15-30 min. y se lee la absorbancia a 490 nm usando un lec-

tor de microplacas Vmax Kinetic de Molecular Devices. 

vi. Analisis de datos 

10 Todos los ensayos de selecciOn de ADCC se realizan por duplicado. Cada placa 

de ensayo contiene controles para determinar la lisis de diana espontanea, lisis de 

efector mas diana espontanea en ausencia de IgG y lisis total de celulas diana. La 

lisis total de celulas diana se alcanza mediante la adici6n de Triton X-100 al 1% a 

las celulas diana. Se incluyen controles de tipo natural en cada placa de ensayo y 

15 se calcula el promedio de la serial de ensayo de ADCC. Se resta el valor de fon-

do, obtenido a partir de los controles de lisis espontanea, de cada muestra. Se 

resta el valor de fondo, obtenido a partir de la IgG diluida, de cada muestra. Se 

convierten los datos de valores de absorbancia en porcentajes de lisis especifica 

basandose en los controles de lisis espontanea y total. Se calcula el porcentaje de 

20 lisis especifica a partir de la siguiente ecuaci6n: porcentaje de lisis especifica = 

(A490 experimental - A490 de fondo)/(A490 maxima - A490 de fondo) X 100, en la 

que la A490 de fondo es la suma de la A490 obtenida a partir de las celulas efec-

toras y diana en ausencia de IgG y el fondo de IgG debido a LDH contaminante 

presente en los sobrenadantes de IgG en bruto. Se normaliza el porcentaje de la 

25 actividad de variante de Fc con respecto al promedio de los controles de tipo natu-

ral. Se calcula el promedio del porcentaje de la actividad normalizada para placas 

de ensayo por duplicado y se calcula la desviacion estandar entre placas de en-

sayo individuales para cada muestra. 

30 vii. Resultados 

En las tablas 9 (sustituciones individuales) y 10 (sustituciones combinatorias) a 

continuaci6n se muestra la actividad especifica de ADCC relativa. Los valores de 

CDC notificados en la tabla 9 se generan tal como se describe en el ejemplo 2 en 
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el presente documento y el valor del ensayo de union a FcRn notificado en la ta-

bla 9 se genera tal como se describe en el ejemplo 3 en el presente documento. 

En las tablas 1 y 2 anteriores se resumen adicionalmente los resultados. Las sus-

tituciones combinatorias que producen un valor de ADCC superior a cualquier 

5 sustituciOn individual sola son: 247F,339D, 247I,339D; 247L,339D; 247L,339T; y 

247I,339Q. Las sustituciones combinatorias que producen una ADCC inferior al 

80% de la ADCC de tipo natural aunque tenian una ADCC superior a la del tipo 

natural cuando se sometieron a prueba solas son: 247A,339D; 247Y,339H; 

2471,3391; 247T,3391; 247L,339N; 247A,339Q; y 247A,339R. Las sustituciones 

10 combinatorias que producen una ADCC inferior al 10% de la ADCC de tipo natural 

aunque tenian una ADCC superior a la del tipo natural cuando se sometieron a 

prueba solas son: 2471,3391; 247T,3391; y 247L,339N. 

Tabla 9 

1 5 

WT* PosiciOn 

variantes* 

y ADCC 1)/0 de 

CV 

FcRn , pH 

6 , 0 

% de 

CV 

DCD % de 

CV 

n = 

WT (a,z) 1 00 1 00 1 00 

L 235A 87 232 1 02 1 1 ,9 67 7 .9 2 

L 235E 80 1 7 .4 87 16.2 48 35 .8 2 

L 235G 93 30.3 . 85 21 .2 58 46 .0 2 

I 2350 86 1 .8 81 1 4 .4 98 25. 1 2 

L 235R 45 1 0.5 93 34. 1 1 1 0 1 3.8 2 

L 235S 92 2.0 85 40.0 0 262.9 2 

G 236F 0 942. 1 88 7 .9 0 283.3 2 

6 2368 0 228.7 1 01 20.6 1 4 1 1 0. 1 4 

6 236Y 8 72.7 76 1 0.0 1 68 0.3 2 

6 237E 0 89.2 93 35 .0 36 28.8 4 
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G 237K 0 1 1 3.3 78 1 2.8 1 2 135.0 4 

G 237N 0 1 07.5 9 1 1 6.3 22 3 1 .5 4 

G 237R 0 81 .3 56 60.6 28 1 0.5 4 

P 238A 0 205.8 90 9.6 29 49.5 4 

P 238E 0 20.6 76 6.7 24 1 01 .0 4 

P 2386 0 92.8 65 6.9 23 1 20.5 4 

P 2381-I 0 48.9 72 1 1 .4 1 1 206.3 4 

P 2381 0 1 00.4 94 6.4 1 8 54. 1 4 

P 238L 0 37.4 1 1 5 1 3.6 34 50. 1 4 

P 238V 46 1 1 .8 1 02 8.3 67 1 9.2 4 

P 238W 0 66 .6 87 5.4 23 1 03.4 4 

P 238Y 0 34 .0 74 1 5.8 1 6 288.8 4 

P 2441 77 23.4 1 24 9.6 1 34 6.0 2 

P 245R 62 1 5 .0 1 88 7.2 42 5.3 2 

P 247A 122 1 6 .2 97 0.3 1 1 6 0.9 2 

P 2470 95 23.4 54 2.8 1 31 1 . 1 2 

P 247E 95 1 0.3 52 8.7 1 1 8 0.0 2 

P 247F 1 44 1 8 .8 6 1 258.9 71 34. 1 6 

P 247G 82 1 6. 1 75 4 .2 1 37 0.9 2 

P 247H 1 45 1 1 .2 35 252.4 79 7 .5 6 

P 2471 1 40 22 .9 79 30.7 22 1 98 .3 6 

P 247L 1 44 1 0 . 1 57 33.7 0 722 .7 1 6 

P 247M 1 27 2 1 .0 1 8 1 599.0 1 1 4 7 .2 6 

P 247N 91 37.2 4 1 38 .7 1 09 4 .0 2 

P 2470 103 8 .5 26 294.3 1 37 3.7 4 

P 247R 58 1 5.5 72 1 2 127 4 .9 2 

P 247$ 105 38.6 8 1 1 5 .0 1 30 2.6 2 

P 2471 1 29 1 1 .2 75 27 .5 37 34.8 1 0 

P 247V 1 20 1 3 .5 Na na na na 2 

P 247W 102 63 0 1 3 1 4.2 1 22 0.5 2 

P 247Y 1 43 8 .4 7 na 88 7. 1 6 

K 248A 100 5.4 1 5 1 79.9 1 02 2.4 2 

K 248F 1 07 1 8 .0 0 559.4 202 4 .0 2 

K 248P 1 03 9. 1 34 99.4 226 1 .3 2 

K 2480 1 01 0.5 38 89.3 1 74 1 7.9 2 

K 248W 102 9.4 30 54.5 166 8.3 2 

D 249E 1 1 0 6.7 78 22.4 256 1 6. 1 4 

D 249t.. 73 1 . 4 1 5 1 79.9 21 4 3.2 2 

0 249M 101 9 .6 SO 4 .5 1 63 1 .2 2 

D 249N 94 1 5.9 1 1 2 1 4 .0 255 1 0.9 4 

0 249P 56 4.0 1 38 21 .0 1 1 9 0.2 2 

0 249Y 1 1 0 8 .8 41 28.3 1 70 6.6 2 

T 250K 38 27. 1 96 30. 1 1 99 1 3 .5 6 

T 250M 78 1 1 .0 1 65 7 .4 47 6 .6 4 

T 250R 84 0.7 62 34.0 288 1 3 .9 4 

L 251 F 1 25 6.0 64 47.6 1 60 1 6.6 1 0 
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I 251H 59 1 1 .6 46 5.6 1 67 22.7 2 

L 251 1 84 9.8 7 333.3 1 90 1 8.8 2 

L 251W 95 2.9 0 na 1 61 1 7.3 2 

M 252Y 61 5.8 964 27.9 62 46. 1 4 

I 253A 103 6.1 0 1 2.0 8 1 23.9 4 

S 254A 99 20. 1 7 733.0 1 39 1 1 .2 4 

S 2540 101 1 4 .2 7 1 1 3.9 74 31 .2 2 

S 254E 102 3.8 6 1 07.9 72 35.2 2 

S 254F 121 1 1 ,2 0 1 087.4 206 1 4 .4 6 

$ 2546 100 1 4 .7 7 86.8 102 6. 1 2 

S 254H 108 20.0 0 74.3 85 22.0 4 

S 254 1 99 2 .5 25 64.3 80 1 1 .5 4 

S 254K 109 1 4 .8 9 77.2 1 37 6. 1 2 

S 254L 89 9 .8 74 1 2.6 227 1 2. 1 6 

S 254M 89 1 1 .9 0 2 1 2. 1 248 1 3.4 6 

S 254N 90 1 3.3 8 5.6 76 34.6 2 

S 254P 78 17 .7 3 1 4 1 .4 75 25.2 2 

S 2540 _  84 1 2.6 9 1 21 .2 74 25.2 2 

S 254R 99 1 .3 1 4 1 28.2 1 52 4.8 2 

S 254T 54 51 .9 32 34.7 75 12. 1 2 

S 254V 68 40.5 3 1 40.5 84 4 .4 2 

S 254W 98 6 .0 0 1 16. 1 1 88 7 .7 6 

$ 254Y 1 1 7 9.4 0 1 29. 1 21 1 1 5.7 6 

R 255K 96 3 .5 41 65.9 276 9.3 4 

R 255N 84 1 7.7 27 162.7 81 1 8.1 2 

T 256A 1 1 5 1 6.5 1 60 3.0 1 90 1 9 .6 2 

T 2560 97 5 .3 544 1 0.6 86 23.2 6 

T 256E 91 12.9 339 8.4 1 04 72 6 

T 256F 1 1 9 3.3 5 435.0 1 28 26.6 2 

T 256G 95 20.0 1 62 8.0 22 1 24.5 2 

T 256H 1 03 6.3 26 6. 1 9 1 1 1 .9 2 

T 2561 93 1 1 .5 72 3.7 1 57 1 62 4 

T 256K 1 00 6 .7 3 1 20.6 92 20.2 2 

T 256L 93 3 .9 78 60. 5 267 22.7 4 

T 256M 1 22 1 7 .4 35 78.9 200 1 4 .8 1 0 

T 256N 102 7 .2 229 6. 4 86 232 2 

T 256P 109 1 1 .8 1 90 6. 1 260 1 1 .8 8 

T 2560 1 00 1 7.2 64 1 4.2 1 52 1 1 .3 4 

T 256R 94 8.8 33 60 .0 71 47 . 1 2 

T 256S 103 5 .3 1 69 3 . 1 1 01 1 5.9 2 

T 256V 82 1 1 . 1 1 1 4 30.5 1 09 1 1 .0 2 

T 256W 96 8 .5 1 4 84 . 5 1 70 1 4 .4 4 

T 256Y 97 7 .2 68 1 8.6 1 27 1 8.0 2 

P 257A 86 1 1 .5 31 9 1 5.0 34 53.7 4 

P 2571 54 16.4 1 022 1 4 .5 46 22. 4 6 

P 257M 26 1 1 .0 835 1 9 . 1 48 48.4 4 
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P 257N 27 1 3. 1 867 1 5.7 62 31 .4 4 

P 257S 28 20.8 1 84 6 .8 46 30. 1 4 

P 257V 1 8 97 .9 447 4 1 .5 27 1 43.5 2 

E 2580 1 1 5 7 .0 361 20.5 1 10 9.6 4 

T 260S 93 5 .6 1 24 7 . 4 1 71 1 7. 1 2 

V 262L 61 2 .9 525 1 5 . 1 30 48.0 2 

V 264S 10 39 .8 78 20.0 50 36.7 2 

D 265H 8 1 1 8 .9 79 36. 1 81 0.5 2 

0 265K 10 1 46 . 2 107 34.3 84 46.4 2 

D 265S 9 106 .3 66 28.9 1 03 1 3.3 2 

D 2651( 3 7 .6 33 88.8 62 21 .5 2 

S 267G 29 8 .6 86 0. 9 60 1 8. 1 4 

S 267H 0 48.4 86 1 6.8 47 41 . 1 4 

S 2671 0 78 .0 83 1 1 . 8 50 37.8 4 

S 267K 0 73.3 1 02 1 4 .2 26 47. 1 4 

H 268D 1 1 0 7 . 8 68 32 .4 1 22 10.7 6 

H 268E 1 10 8 .3 1 26 1 7.8 1 00 8.4 8 

H 268K 98 1 7 .6 86 1 0.4 24 1 1 2 .7 4 

E 269N 23 74 .0 92 1 7 .0 30 69.4 4 

E 2690 47 3.6 98 3.5 22 82.8 4 

D 270A 41 35.5 87 6.0 36 66.5 4 

D 270G 0 1 02.2 1 08 1 6.5 37 2 1 .8 4 

D 270K 1 5 465.5 1 22 8 .4 0 462 .9 4 

D 270M 49 1 9.2 81 5 .2 25 606.9 4 

D 270N 28 1 185 .2 94 8.2 34 103.7 4 

P 271T 26 53.9 96 20.4 32 89. 1 4 

E 272H 73 1 3.6 1 57 23.0 53 34.8 2 

E 272K 70 8.9 320 20.4 1 1 8 28.7 4 

E 2721 78 2 1 . 1 1 29 3.9 7 1 3 . 1 2 

E 272N 90 7.5 1 1 0 33.0 71 34.6 2 

E 272R 50 2. 1 351 3.3 1 02 1 .2 2 

V 279A 1 1 4 1 4.6 2 1 4 5.0 1 06 2 1 .2 2 

V 279D 87 1 2. 1 367 0.3 98 8.5 2 

V 279F 81 4 .8 1 1 3 1 4.3 1 08 1 0.0 2 

V 279G 98 2.4 256 1 1 .6 1 09 1 8.0 2 

V 279H 79 28. 1 1 73 29.6 1 27 22.7 6 

V 2791 1 01 1 .6 83 1 .3 1 00 2 1 .0 2 

V 279K 91 1 .5 79 26. 1 1 06 0.7 2 

V 279L 96 3.0 78 1 3 .9 1 00 5.7 2 

V 279M 107 8.3 1 22 3.5 91 1 0.3 2 

V 279N 102 32.0 204 1 9.5 85 50.2 6 

V 2790 85 28.3 1 81 8.0 1 39 8. 1 6 

V 279R 106 4.8 1 30 1 0.7 98 8.7 2 

V 279S 94 29.8 242 1 8 .3 1 22 1 6 .7 6 

V 279T 95 1 5.5 265 6.9 1 1 0 1 2.8 10 

V 279W 68 24.8 1 62 22.8 1 25 1 0 .5 6 

���� ���������������	�
�������


��



 

V 279Y 82 26.8 1 39 8 .6 1 44 1 3.2 6 

D 290A 1 1 1 44.9 55 50. 1 1 35 28.7 2 

D 280K 1 37 47.6 1 20 272 1 92 33.5 2 

D 280T 1 08 na 60 1 2.6 1 22 8 .7 4 

E 283A 1 07 2. 1 1 26 02 96 1 7 .9 2 

E 2830 84 8 .4 1 1 0 4 .0 92 1 0.3 2 

E 283F 74 0. 1 1 68 38.6 1 27 20.4 2 

E 283G 93 3. 1 1 37 4 .4 1 35 8.5 2 

E 283H 87 6. 1 206 6.5 1 23 1 5.9 2 

E 2831 1 06 1 .9 1 43 5 .6 1 28 1 2.3 2 

E 283K 1 09 5 .8 246 5 . 1 1 33 8 .0 2 

5 2831 92 3. 1 1 26 1 .3 1 20 0. 1 2 

E 283M 1 1 2 7.4 95 1 3.8 1 20 2.4 2 

E 283N 1 02 3.8 1 1 9 7 .4 1 35 23 .4 6 

E 283P 97 1 1 .9 1 36 3.9 1 1 8 1 1 .8 4 

E 2830 95 5.3 1 1 7 8 .0 1 22 22.9 2 

E 283R 1 02 0.3 282 8 . 1 1 44 1 6.7 2 

E 283S 91 1 .5 1 43 1 1 . 1 1 1 9 1 2.3 2 

E 283T 1 03 3.2 1 43 1 2 .4 1 08 -1 1 .0 2 

E 283W 90 2.8 1 1 7 2 . 1 1 59 1 .3 2 

E 283Y 8 1 6.7 1 42 4 . 1 1 36 1 7.2 2 

H 285N 93 2 .6 202 1 9.8 1 1 3 21 . 1 4 

N 286F 1 07 7 . 1 307 32 .3 1 08 1 6. 1 4 

K 288N 1 1 0 8.7 1 62 1 32 1 18 1 9. 1 4 

K 288P 45 1 . 1 1 1 9 3.0 1 1 6 1 5.7 2 

R 292A 1 1 4 2 .9 85 67 .5 74 2 1 . 1 4 

R 292E 35 21 .4 65 48.6 92 32. 1 2 

R 292F 73 1 6.4 64 7 .6 1 01 8.3 2 

R 292G 94 2.5 60 35.9 1 1 9 32.8 2 

R 2921 79 1 .5 56 23 .6 1 06 3.7 2 

R 2921 96 3.9 68 40 .0 1 23 7.2 2 

E 293S 68 7 .4 1 01 23.0 98 0. 1 2 

E 293V 73 1 2.5 1 27 1 8 .0 107 24 .0 2 

R 301W 5 1 05.4 1 1 9 1 8 . 1 49 31 . 1 4 

S 304E 24 32.9 1 01 8 .7 1 22 1 1 .3 2 

T 307A 87 4 .4 233 1 4 .5 1 1 5 6.5 4 

T 307E 88 7.9 492 34 .6 81 2 .4 4 

T 307M 82 5.3 302 23.7 1 50 6.5 4 

0 31 1 A 1 06 2.4 1 39 7 .0 89 28 .3 2 

0 31 1 D 1 1 1 6.0 38 22.2 83 1 3.6 2 

0 31 1 E 1 02 1 .7 46 1 7.7 78 0.7 2 

0 31 1 F 89 6 .9 64 7 .5 21 2 20.7 2 

0 31 1 G 98 1 .9 58 21 .5 92 9.6 2 

0 31 1 1 87 8.2 437 9 .6 236 1 1 .3 8 

0 31 1 K 80 1 3.4 1 65 5 .5 1 70 9.3 6 

0 3 1 1 1 1 07 6.7 1 86 9.2 1 91 8. 1 4 
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0 31 1M 97 72 387 1 5.0 252 1 6.3 6 

0 31 1 N 1 1 5 1 .9 54 1 0.5 1 26 23.3 2 

0 31 1 P 99 8.0 89 303.5 1 72 67.9 4 

0 31 1 R 96 6.5 1 4 84 .5 1 70 1 4.4 2 

0 3 1 1 $ 86 8 .8 97 10.5 0 92.8 2 

0 31 1 T 1 1 1 1 0.2 1 31 1 4 .0 168 23.4 2 

0 3 1 1 V 1 08 1 .7 558 1 9.5 240 23.3 4 

0 31 1W 1 04 8 .2 21 5 2.8 25 1 1 8.7 4 

0 31 1 Y 1 07 3 .0 94 0.3 21 1 25.0 2 

D 3 1 2P 97 1 . 4 546 1 6. 1 1 46 1 1 .6 2 

L 3 1 4F 70 7 .8 42 4 1 .2 1 06 5.5 2 

L 31 41 83 1 3.0 86 22.7 1 84 1 4 .2 4 

L 3 1 4V 65 1 4 .0 21 1 28.8 1 79 1 0.9 4 

L 314W 79 1 1 .0 5 80.2 1 90 2.0 4 

L. 3 1 4Y 87 1 3.6 64 81 ,4 238 3.2 4 

N 3 1 5F 83 1 2.8 51 38.3 1 40 1 5.3 2 

N 31 5K 1 08 3.5 88 1 0.2 1 48 8.2 2 

N 3 1 5L 1 1 2 6.2 1 03 10.5 1 45 5.5 2 

N 3 1 5P 62 1 0.2 1 4 289. 1 231 9. 1 4 

N 31 5R 96 24.4 71 38.3 1 35 0.4 2 

G 3 16F 54 26. 0 34 72.4 8 1 1 0.0 2 

G 3 16K 77 28. 8 1 31 8.9 1 43 8 .6 2 

K 3 1 7P 54 21 .5 1 45 1 .6 1 90 4 .7 4 

K 317T 99 1 0.9 49 4.8 1 1 8 4 .0 2 

E 31 8N 1 23 7.2 2 1 6 7.5 1 20 7 .0 4 

E 3 1 8P 1 20 1 0.8 75 27. 1 79 1 7.0 4 

E 3 1 8T 1 09 5.7 304 56.8 1 1 8 1 0.5 4 

E 31 8V 1 1 6 3.4 1 1 4 21 .2 95 1 1 .5 4 

K 326W 74 1 7.9 93 5.7 21 4 9.7 2 

A 3271 4 1 3.4 54 1 9.5 7 206.2 2 

L 328V 76 3.2 1 01 6.3 56 1 3.9 4 

P 329Y 53 4 1 .5 1 07 1 3.2 25 90.3 4 

A 330K 1 34 9.3 1 08 51 .4 43 23.9 6 

A 330R 1 03 5.5 1 21 39.4 3 1 36.6 6 

1 332A 1 00 6. 1 96 27.6 1 30 5.0 4 

1 3320 1 43 3.1 78 33.7 1 5 1 1 1 .5 6 

1 332E 1 66 1 0.6 86 22.2 1 43 91 1 8 

1 332F 97 1 4.5 1 08 3.4 1 49 1 1 .0 4 

1 332G 74 1 9 .8 94 1 .4 1 21 1 1 .5 2 

1 332H 82 4 .3 1 29 1 . 1 1 50 1 1 .5 2 

I 332K 1 2 1 1 4.5 1 46 7 .0 67 1 5.5 2 

I 332L 94 0.9 1 27 2 .6 1 54 5. 1 2 

1 332M 98 2.2 1 28 1 6. 1 1 78 6.6 2 

I 332N 95 1 5.3 92 1 6. 1 1 37 5. 1 4 

I 3320 99 8.4 98 7.9 1 48 8.5 6 

I 332R 1 2 1 35.5 1 1 4 7 .2 88 30.0 2 
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1 332S 96 4.9 263 64. 1 1 77 1 6.5 2 

1 332T 1 1 2 7 .5 1 00 5.3 1 24 4 .5 4 

1 332V 1 09 1 . 1 1 1 5 1 9.5 1 47 25. 1 2 

1 332W 81 16.8 1 23 3.7 1 50 9.7 2 

1 332Y 93 13. 1 93 1 2.3 152 5.3 2 

A 3390 131 1 0.4 80 26.4 1 83 20.3 6 

A 339E 100 0.4 78 4.2 91 0 . 1 2 

A 339F 104 3.3 1 20 24.6 2 1 7 8.5 6 

A 339G 107 3.7 67 6.5 1 1 8 0.3 2 

A 339H 1 1 4 23.4 107 1 0.0 1 36 0.5 2 

A 3391 1 36 1 4.6 80 30.6 205 22.8 6 

A 339K 1 29 24.2 83 29.0 201 21 .0 6 

A 3391 97 8.7 83 9.8 1 04 8 .7 2 

A 339M 1 1 5 6.8 1 1 1 7.2 57 8 ,8 2 

A 339N 1 10 6.3 146 3.5 240 1 7.5 4 

A 3390 1 28 1 5.8 1 02 1 9.8 1 38 1 1 .0 6 

A 339R 1 1 7 1 4 .4 82 1 3.4 1 28 2 . 1 2 

A 339S 1 24 1 3.0 95 23.6 1 70 22.5 6 

A 3391 1 42 1 4.2 1 38 6.2 220 20.2 1 0 

A 339W 92 13.4 1 56 1 1 .4 243 1 0.6 6 

A 339Y 97 1 7.0 92 1 9.8 265 21 .9 1 0 

G 34 1 0 62 6.9 52 37.8 1 72 3.5 2 

G 34 1 E 73 6.9 50 1 8. 1 161 3.8 2 

G 341 F 24 1 00.8 52 41 .9 227 1 4 .7 6 

G 34 I H 54 9.3 65 63.7 245 1 6.0 6 

G 341 1 44 1 5.5 36 1 7.2 1 73 5 .3 2 

G 34 1 K 77 3.9 67 1 8.9 1 61 2 .6 2 

G 34 1 1 64 24.3 54 1 9.8 1 7 1 4 .2 2 

G 34 1 M 55 39.8 79 9.7 232 1 1 . 1 6 

G 34 1 N 83 9. 1 53 1 7.0 162 9 .5 2 

G 34 1 P 35 472 127 9.9 228 1 6.2 6 

G 34 10 59 1 8.7 72 1 .0 1 66 7 .7 2 

G 34 1 R 59 1 4.9 78 7.4 1 68 7 .5 2 

G 34 1 S 65 26.6 55 1 2.2 224 9 .2 6 

G 341T 0 866.0 68 54.0 1 76 1 0.0 2 

G 341 Y 65 1 7 1 .0 69 1 5.0 21 3 9.6 4 

G 341W 1 4 25.8 76 8.9 1 78 8.7 2 

G 34 1 Y 26 24 .5 54 5.2 1 84 1 4 .3 2 

P 343A 75 1 8.6 1 1 0 37.7 1 43 5 .9 2 

P 343D 69 1 1 .5 1 02 7.9 1 57 1 8 .3 2 

P 343E 65 34.9 345 6.4 1 57 1 7.6 2 

P 343F 74 20.6 89 1 3.0 99 1 058 .4 4 

P 343G 75 29. 1 1 10 1 4.9 244 1 1 . 1 6 

P 343H 78 33.8 1 91 1 .2 1 59 3. 1 2 

P 3431 92 26,8 1 1 4 1 6.7 86 1 0.5 2 

P 343K 74 37.7 232 2.6 1 85 9.1 2 
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P 343L 63 1 7.2 1 25 3.0 1 27 5.6 2 

P 343M 60 35. 1 83 13.7 1 34 1 8.7 4 

P 343N 67 8.9 105 19.9 1 96 1 8.2 2 

P 3430 72 as 442 14.0 1 78 3.0 2 

P 343R 94 1 .3 1 98 10.4 1 79 9.9 4 

P 343S 84 7.5 1 01 14.3 207 1 1 .9 6 

P 343T 69 4.2 1 26 16. 1 1 5 1 4 .4 2 

P 343V 70 1 .9 77 5.3 1 07 1 2.0 2 

P 343W 48 22.3 56 6.4 1 94 1 7.9 2 

P 343Y 63 9.9 1 1 2 7.2 270 1 4.4 6 

Y 373A 56 3.7 33 1 5.0 1 21 28.7 2 

Y 3730 74 1 7.7 74 32.5 227 1 0.2 6 

Y 373E 41 23.6 106 20.8 1 5 1 1 9.5 2 

Y 373F 76 2.6 1 1 0 1 2.7 1 1 7 1 .0 2 

Y 373G 39 2 1 .6 38 25.4 75 33.7 2 

V 373H 79 34.2 1 00 13.9 1 69 8.2 4 

Y 3731 65 9.0 73 14.0 1 54 6.4 2 

Y 373K 76 12.2 70 2.9 246 6.9 6 

Y 373L 76 2 1 .4 66 17.0 1 89 6.2 6 

Y 373M 78 1 .2 53 25.8 1 1 6 32 2 

Y 373N 64 2 1 . 5 61 23.3 1 48 1 2.1 2 

Y 3730 63 1 1 .0 55 24.7 1 58 1 7. 7 2 

Y 373R 81 20.5 1 07 24.1 221 4 .0 6 

Y 373S 52 3.7 74 1 .9 72 24.8 2 

V 373T 70 3.0 82 16.6 1 5 1 5.7 2 

Y 373V 73 2. 1 69 1 4.3 1 1 5 1 . 1 2 

Y 373W 77 23.3 75 1 8.5 237 20.8 6 

S 375R 69 1 0.9 595 15.9 1 66 1 . 1 2 

D 376A 1 1 1 1 8.2 1 55 26.7 1 80 5 .2 2 

D 376E 85 1 2.3 82 29.5 98 13.5 2 

D 376F 64 7.3 1 1 6 12.6 1 1 9 8 .6 2 

D 3766 73 3. 1 1 35 3.9 164 0.6 2 

0 376H 74 1 6. 1 81 18.6 1 1 8 5 .6 2 

D 3761 1 00 1 4. 1 1 44 7.2 1 01 50.5 1 0 

D 376L 88 16.7 78 3.0 1 42 3.2 2 

0 376M 86 2 1 .6 1 29 1 .4 9 1 1 5.1 2 

D 376N 93 1 4.5 94 24.2 1 73 1 4.9 4 

D 376P 85 1 5. 1 203 1 2 .9 1 53 1 9.6 6 

D 3760 88 5.0 1 1 6 22.7 1 76 19.9 4 

D 376R 95 6.0 1 03 12.3 1 66 4.6 2 

D 376S 85 2 1 .4 1 34 27.3 209 25.3 2 

0 376T 102 20.0 1 60 1 1 .2 224 10. 1 6 

0 376V 1 1 2 8. 1 25 1 1 5.0 2 1 0 1 1 . 1 1 2 

D 376W 53 22.0 1 1 71 9.9 89 34 .8 2 

D 376Y 78 4.2 53 25.8 98 39.9 2 

I 377G 1 07 2.4 76 28.8 92 7 .6 2 
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1 377K 1 1 7 1 0 .0 1 67 27.7 90 1 1 .3 4 

1 377P 99 1 1 .3 98 32.4 245 6 .5 4 

A 3780 98 6 .6 1 63 1 3.9 1 9 91 .9 6 

A 378N 1 01 7 . 1 1 80 3.0 90 30.7 2 

V 379N 96 1 9.5 74 39.0 204 5.5 4 

V 3790 1 1 3 3.2 85 27.3 21 8 4 . 1 4 

V 379S 80 1 8 .4 86 1 3.4 1 37 1 .4 2 

V 370T 1 01 1 6.6 109 1 4.9 237 2 .2 4 

E 380A 1 06 3.2 1 52 28.8 1 39 4 .2 2 

E 380D 1 02 2. 1 73 44.2 78 0.7 2 

E 380N 1 1 1 7.7 1 42 1 9.0 1 39 7.3 2 

E 3806 1 10 8 . 5 230 24.1 1 31 0 . 1 2 

E 380T 1 00 1 .2 1 72 1 1 .0 1 1 5 4 .8 2 

E 382A 1 1 0 6.0 1 03 7 .8 ea 29.6 2 

E 3820 95 0.8 73 25.7 80 34 .2 2 

E 382F 1 21 1 3.8 222 1 6.6 87 28.2 6 

E 382H 89 1 7.9 1 35 2.8 84 20.4 2 

E 3821 1 09 6.4 1 3 1 6. 2 21 9 5 .4 6 

E 382K 96 2.6 1 53 30.2 92 1 5. 6 4 

E 3821 93 1 6.5 1 26 1 1 . 1 1 56 7 .7 2 

E 382M 89 1 4, 6 1 35 8. 6 1 26 20.3 2 

E 382N 99 1 . 1 1 37 5.2 69 4 .5 2 

E 382P 86 1 6.8 1 22 22.0 69 1 4 .6 2 

E 3820 1 05 1 2.2 1 62 1 2.0 1 40 1 9.3 2 

E 382R 1 04 8 .4 1 66 2.7 85 3.0 4 

E 3826 85 2.9 1 51 1 0.0 75 4 . 1 2 

E 3821 89 1 0.2 1 72 5.2 1 09 30.0 2 

E 382V 83 32 .5 1 73 6.2 1 67 0 .4 2 

E 382W 97 1 0. 5 1 72 5.2 73 1 .9 2 

E 382Y 1 05 1 1 . 5 1 88 1 4.5 78 3 .3 4 

G 386E 1 08 5 .5 98 1 8.8 0 1 686.3 2 

G 385P 1 00 3.2 1 01 23.2 82 1 5 .8 2 

0 386K 96 9.5 1 1 5 4 .8 266 1 .6 4 

F 423N 1 07 8 .5 1 58 2. 1 48 27 .5 2 

S 424H 1 16 29.8 97 7 .3 58 9 .3 2 

S 424M 91 3.5 60 60.0 75 1 4 .4 2 

S 424V 1 03 9.3 57 35. 4 1 1 5 1 0. 5 4 

$ 4261) 1 05 24 .3 65 10.0 31 8 1 2 .7 4 

S 4261 91 35.3 1 1 7 1 4 .3 1 93 20.4 4 

V 427N 1 08 5.5 1 92 5.9 64 23. 1 2 

H 429A 44 81 .7 61 1 1 .4 1 47 1 .9 2 

H 429F 70 1 1 . 1 77 1 6.5 288 1 2.8 4 

H 429M 1 03 0. 7 83 12.2 1 73 3.2 2 

E 430A 1 00 8.3 1 79 6.6 204 7 . 1 2 

E 430D 96 8.2 44 26.5 1 90 4 .6 4 

E 430F 1 1 1 1 3.0 21 8 1 9.4 203 8. 1 2 
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E 430G 97 7.8 1 31 1 0.6 252 7.5 6 

E 430H 91 7.7 1 92 8.0 227 4 .2 6 

E 4301 87 1 9 .3 308 6.6 297 1 7.2 6 

E 430K 66 9.5 1 31 1 2.6 203 1 6.0 4 

E 430L 96 33.3 242 8.7 263 1 0.6 6 

E 430M 1 02 1 6. 1 1 95 8.7 227 4.6 6 

E 430N 82 24 .6 1 7 1 1 3.0 1 62 2.2 2 

E 430P 1 03 1 3. 1 86 1 6.7 254 23.5 8 

E 4300 79 8.3 320 1 2.8 97 4.9 8 

E 430R 75 7.5 249 6.6 227 7.9 8 

E 430S 88 30. 1 1 83 3.4 221 1 8.5 2 

E 430T 82 22. 9 1 37 23.7 249 8.2 6 

E 430V 79 35.6 281 7.0 276 1 7.5 6 

E 430W 78 8.3 1 1 95.0 1 71 5.4 2 

E 430Y 77 44.5 1 26 1 2.5 231 na 2 

A 431 H 81 44.0 1 51 1 1 .5 236 na 2 

A 431 K 98 26.6 1 76 4 .4 1 1 3 25.0 2 

A 431 P 62 1 2.0 29 1 3.8 21 0 8.0 2 

L 432R 58 23. 1 38 1 5.6 1 75 1 3.3 2 

L 432S 58 55.4 70 3.6 1 24 0.2 2 

N 434F na na 1008 1 .4 na na 4 

N 434G 1 05 1 7 .9 358 20.2 26 1 28.9 4 

N 434H 90 1 2 .9 855 20.4 57 9 . 1 6 

N 4341 81 9 .3 6 725.4 73 8.9 2 

N 434W 108 6.6 1 335 1 8.8 1 38 1 .7 2 

N 434Y 1 06 7 .7 1 61 5 38.8 291 1 5. 5 4 

Y 4361 1 1 9 1 8 .0 1 94 24.2 35 8.7 2 

Y 4361 1 1 2 27.2 1 72 8. 1 90 1 6. 3 4 

Y 436T 90 35.0 1 1 5 7.2 48 20.3 2 

0 438G 93 32. 1 98 1 4 .4 68 26.2 2 

0 438K 99 31 . 7 1 69 1 2 .3 1 1 6 43.0 2 

0 4381. 94 32.5 200 1 4.7 1 90 5.5 4 

0 438T 96 37 .4 1 26 9.5 56 26.8 2 

0 438W 93 32.5 1 64 8.2 1 26 1 . 7 2 

K 439E 1 03 28.9 94 9.0 53 40.3 2 

K 439H 9 1 37.3 99 0.9 77 1 7 .8 2 

K 4390 90 38 .2 74 0.9 64 26.5 2 

S 440A 79 42. 3 82 2.0 85 22. 5 2 

S 440D 82 1 8.4 72 4.7 99 9.4 2 

S 440E 1 04 4.0 73 2.8 87 35.3 2 

S 440F 1 1 1 1 6. 1 87 8.2 73 1 8.5 2 

S 4406 1 06 1 .9 1 01 8. 1 83 8.5 2 

$ 440H 1 08 2. 1 1 1 0 2. 1 96 1 8.3 2 

S 4401 1 2 1 1 .9 96 6.2 86 2.6 2 

S 440K 1 1 6 1 6.7 1 32 7.8 71 26.4 4 

S 440L 1 1 2 6.4 1 26 2.2 77 4 .5 4 
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S 440M 84 5 1 .0 80 8.2 81 20.6 2 

S 440N 78 34 .3 82 25.4 1 08 1 5.8 2 

S 4400 73 43. 1 8 1 33.5 1 32 16.6 2 

S 440R 91 1 1 .3 88 16.2 85 29.8 2 

S 440T 89 2 . 1 71 39.0 1 1 5 1 7.4 2 

S 440V 85 1 1 .3 98 1 8.7 1 1 0 1 6.4 2 

S 440W 1 1 4 1 7 .6 85 1 3.8 1 32 1 4.8 2 

S 440Y 1 09 6.8 1 00 1 4.2 224 1 4. 1 1 6 

S 442K 80 5 1 .9 1 38 4.5 1 00 1 1 . 1 2 

Na = no disponible o no realizado 

Por ejemplo, L235A indica una Fc en el que la leucina presente en el aminoacido 

de Fc nOmero 235 (segOn la numeraciOn de EU) se ha sustituido por un residuo de 

alanina 

sometido a prueba en este caso: la region Fc es una Fc de IgG1, el anticuerpo es 

un anticuerpo anti-CD20. 

Table 10 Variantes de combinacion - ADCC 

Variante ADCC promed io como % de 

% de wt CD 

n = 

Tipo natu ral 1 00 2.42 2 

247/4 ,3390 _. 71 .50 . 0.50. 2 

2 247F13390 1 34.95 2.54 

247H,339D 1 1 8.45 8.46 4 

247 1 , 3390 187.21 20.45 

.. . 

2 

247L 9D 156.73 3.30 2 

247T 3390 126.46 4.71 2 

247Y,339D 12 1 .93 4 .53 2 

247A,339H 1 25.35 0.60 2 

247F.339H 101 .54 4.53 2 

247H,339H 1 1 4.24 . 4.9 1 2 

2471 339H 1 26.94 5.22 2 , 

2 247L,339H 1 20.92 . 2.44 

247T 339H 97.96 5.71 

. 

2 

247Y,339H 74.75 2.43 2 

_ 
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247A 3391 96.95, 3.05 2 

247F 3391 1 1 6.53 5.52 2 

247H ,3391 1 08.27 2.97 2 

2471.3391 -4.07 7 .26 2 

2471,3391 1 09.78 5 .95 2 

247T,3391 5.48 9.51 2 

247Y,3391 1 00.84 9.58 2 

247/939K 86.90 1 3 .5 1 2 

247F,339K 1 05.85 1 0 1 1 2 

247H ,339K 

1 

97.59 7 .67 2 

2471 ,339K 97.4 1 1 4 .89 2 

2471,339K 1 04.36 7.07 2 

2477,339K 83.02 6.07 2 

247Y ,339K 95.79 3.69 2 

32E 1 80.96 0.72 2 , 

247A.339N 83.60 9.91 2 .„ 

247F,339N 1 00.36 8.95 2 

24711 , 339N 

, 

86.70 7.62 2 

2471 339N 1 1 19.62 1 3.07 2 j 

2477 ,339N 1 1 4 .38 4.83 4 

247Y,339N 1 1 3. 1 8 1 .50 2 

332E  1 87. 1 9 9.53 2 

247A,3390 69.94 8.45 2 

247F,3390 1 30.42 2.35 2 

24711,3390 1 38.96 1 .32 , 

2471,3390 1 46.44 2.27 , 

247L ,3390 1 40.50 4.58 2 

247T,3390 1 19 .70 4.03 2 ' 

247Y,3390 1 09.40 2.24 _ 

247A,339R 68.57 8 .33 ,, 

247F,339R 1 1 4 .38 1 1 .85 2 

2471-1 ,339R 1 05 .46 9.89 

2471,339R 

_ 

1 24.96 1 6.31 

2471_ ,339R 1 19.77 1 2.03 2 

2477 ,339R 1 09.42 1 2. 1 7 

, 

247Y,339R 98 .58 1 3.09 

247L ,3397 1 48 .48 7 .08 4 

wt = tipo natural 

% de CV= 

n = numero de muestras medidas y calculado su promedio 

���� ���������������	�
�������


��



 

Tabla 11 Variantes de combinacion con potenciacion de ADCC 

Variante de Fc ADCC 

CE50 (ng/m l) 

T ipo natu ral 6 . 8 

247L 2 .2 

' 330K 3. 1 

332E . . 
339T 3 .8 

247L, 330K 1 .5 

' 247L, 332E 
- 
0.73 

247L, 339T 2 .0 

330K, 332E 0.73 

3 30K. 3391 
_ 
2 .0 

332E, 339T 1 .0 

247L, 332E, 339T 0.75 

2474 330K, 332E 0.25 

2474 330K, 339T 1 .5 

3 30K, 332E, 339T 0.25 

247L, 330K, 332E, 339T _ 0.25 

* Las actividades de ADCC se calcularon a partir de curvas de titulaciOn 

Tabla 12 Variantes de combinacion 

Mutacion ADCC % de FcRn6 . 0 % de CDC % de n = 

CV CV CV 

Tipo natu ra l 1 00 1 00 1 00 

247H3390 1 1 8 8 .5 N/D N/D WD N/D 4 

2471251 F330R332E 1 84 1 3.3 50 5.9 43 1 .3 2 

2471251 F3761 77 29.7 61 8 .7 1 24 1 1 .3 2 

247L332E 1 68 7 .3 78 4.9 es 6.2 6 

2471332E3761 1 37 8. 1 74 8.0 76 4.3 4 

247T339N 1 1 4 4 .8 N/D N/D N/D WD 4 

25 1 F332E 1 47 12.4 72 2.2 1 96 2.6 6 
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251 F332E3761 1 36 1 5.9 aa 5 .0 160 1 0.9 4 

251 F3761 1 1 4 8.1 66 2 .9 102 9.4 4 

256P31 1 1 107 0.2 268 1 2 357 1 0.0 2 

256 P31 4Y332E440Y 1 46 3. 1 86 1 9.5 1 90 4.5 2 

256P31 4Y440Y 1 1 2 22.6 79 3.0 226 9.4 2 

256P332E 1 74 1 6.3 1 21 8 .2 1 89 3.9 4 

256P332E440Y 1 84 25.4 1 1 7 6.5 230 1 0.0 2 

256P4300 1 09 2.6 1 50 5.3 354 3.3 4 

256P434H 1 05 1 .2 342 3. 1 299 2.9 2 

256P440Y 1 69 1 9.7 1 22 0.7 247 26.6 2 

257 131 1 1 52 7.7 409 3.9 61 6.7 2 

257131 1 1434H 48 122 553 4.9 75 8.8 6 

257 14300 26 8. 1 304 0.6 55 1 2 .9 4 

257 1434H 67 7.0 472 6. 3 61 1 4.0 2 

2680332E 1 37 1 2.4 92 1 3.7 1 28 4. 1 4 

268E332E 1 78 5.3 88 2.0 1 60 4.7 4 

272R279L 56 0.2 1 56 1 .2 72 5. 1 2 

279+4288N 1 07 3.9 N/0 N/D NM N/13 4 

279A288N31 1 T31 8V 1 1 0 9.0 N/D NM N/0 N/D 4 

279A288N31 8N 1 1 0 54 N/D N/D N/D N/D 4 

279A288N31 8T 1 1 6 5. 1 Nit Nit N/D N/D 4 

279A288N31 8V 1 1 8 8.8 Nit NIP N/D N/D 4 

279A31 1 731 BT 1 1 0 7.9 N4) NM N/D NA) 4 

2138N31 1T31 8T 1 1 5 9.9 Nit N/iD N/D NO 4 

31 1 T31 8T 1 07 5.3 Nit Nit N/D No 4 

31 4Y332E440Y 1 5e 5.4 82 0.9 1 55 0.0 2 

31 4Y440Y 1 25 12.7 78 8.5 1 08 2.6 2 

330K332D 1 79 2.9 88 8.3 43 0.3 2 

3301(332E 202 5.6 94 0.0 42 1 .0 2 

330R332D 1 52 6.3 se 6.3 44 1 .5 2 

330R332E 1 61 4.3 94 2. 1 59 4 .0 4 

332E3761 1 32 8.6 1 02 7 .6 1 93 5.2 e 
332E376V 1 39 1 .9 1 32 3.5 261 8.6 6 

332E440Y 203 13.0 94 5. 7 1 59 5.9 4 

3431:13450 1 2 1 1 6.0 1 43 1 .6 291 3.3 2 

376V4300 92 1 .5 21 2 4.2 256 1 2.2 4 

376V430R sit 2.7 1 88 9. 1 1 91 1 .0 2 

376V434H 97 13 382 3.3 95 6.1 4 

Tabla 13 Variantes de combinacion 

MutaciOn FcRn6 . 0 % de 

CV 

n = 

Tipo natura l 1 00 
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2580272R 382.8 8.2 2 

2580283R 41 1 . 1 3.7 2 

2580286F 445.0 1 .7 2 

2580307E 237. 1 4.8 2 

258D31 1 1 522.0 7.0 2 

2580376V 41 5.1 4.3 2 

272R283R 439.3 21 .7 2 

272R286F 338.4 8.9 2 

272R31 1 1 396.1 14.4 2 

272R376V 368.7 8.1 2 

2790307E 522.4 8.8 2 

283R307E 400.2 I 9.1 2 

283R31 1 1 531 .3 6.1 2 

283R376V 474.8 1 .1 2 

286F307E 431 .2 3.8 2 

286F31 1 1 412.3 0.0 2 

286F376V 348.9 1 .5 2 

307E376V 480.1 4.3 1 2 

3 1 1 1376V 413.5 39.1 2 

Eiemplo 2 - Caracterizaci6n de la actividad de CDC de variantes 

Este ejemplo describe como se determina la actividad de CDC de diversas regio-

5 nes Fc variantes. 

Este ensayo se Ileva a cabo usando complemento humano (Quidel Corp., n.° de 

cat. Al 13) con celulas 15 Ramos (n.° de RA 1) (n.° de registro de ATCC CRL-

1596). Se cultivan celulas Ramos en medios RPMI1640 de Gibco que contienen 

FBS al 10% a 3,0.- y CO2 al 5%. El dia antes del ensayo, se siembran las celulas 

10 a 1 x 106 celulas en un matraz T175. Al dia siguiente, se resuspenden las celulas 

hasta 3,57 x 105 celulas/m1 en RPM 11640 sin rojo de fenol que contiene FBS al 

1%. Se distribuyen 70 p,I de celulas por pocillo en una placa de fondo piano Costar 

3917. Para la curva de titulacion, se prepara IgG con una regi6n Fc variante en 

una diluciOn en serie de 3 veces en medios RPMI1640. Para el ensayo de explo-

15 raciOn de biblioteca de un unico punto, se normaliza variante de IgG expresada de 

manera transitoria en sobrenadante de cultivo a 1 pg/m1 en medios de simulacion. 

Se ariaden treinta microlitros de IgG variante (es decir, concentraciOn final de 200 

ng/ml) y 50 pl de complemento humano (Quidel Corp., n.° de cat. de A113) diluido 

1:5 en RPMI 1640 + FBS al 1% a la celula diana y se mezcla bien mediante pipe-

20 teo suave. Se incuban las placas a 37°C en presencia de CO2 al 5% durante 1,5 
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horas. Tras la adiciOn de 15 pl/pocillo de Alamar Blue (Serotec, n.° de cat. 

BUF012B) continCia la incubacion durante la noche. Despues se mide la serial de 

fluorescencia mediante un lector de multidetector EnVision 2100 de PerkinElmer 

con excitaci6n a 560 nm y emisiOn a 590 nm. 

ii. Analisis de datos 

Todos los ensayos de un Cinico punto se realizan por duplicado. Cada placa de 

ensayo contiene controles para lisis de celulas diana espontaneas mediante corn-

10 plemento humano en ausencia de IgG y lisis maxima de celulas diana en presen-

cia de Triton X-100 al 1%. Se incluyen tres controles de tipo natural en cada placa 

de ensayo y se calcula el promedio de la serial de ensayo de CDC. Se resta el va-

lor de fondo, obtenido a partir de control de lisis espontanea, de cada muestra. Se 

convierten los datos de seriales de fluorescencia a porcentaje de lisis especffica 

15 basandose en controles de lisis espontanea y maxima. Se calcula el porcentaje de 

lisis especffica a partir de la siguiente ecuaci6n: porcentaje de lisis especffica = 

(serial de fluorescencia experimental — serial espontanea)/(serial de lisis maxima — 

serial espontanea) X 100. Entonces se calcula el porcentaje de actividad de va-

riante de Fc con respecto al promedio de tres controles de tipo natural. Se calcula 

20 el promedio de las actividades en porcentaje con respecto a tipo natural para pla-

cas de ensayo por duplicado y se calcula la desviacion estandar entre placas de 

ensayo individuales. 

Eiemplo 3 - Caracterizaci6n de la uni6n a FcRn  

25 

Este ejemplo describe ensayos para determinar la uniOn de receptor neonatal de 

Fc (FcRn) a IgG con una region Fc variante. 

Se recubre una placa de ELISA de 96 pocillos con fondo en U (Costar) con 50 

pl/pocillo de Neutravidin 2 14/m1 (Pierce Biotechnology, n.° de cat. 3 1000) en 

30 tamp6n carbonato 50 mM (pH 9,3) a 4°C durante la noche. Se retira la NeutraAvi-

din no unida y se lava la placa tres veces con PBST (PBS que contiene Tween 20 

al 0,1%). Se aplican cincuenta microlitros de FcRn soluble marcado con biotina a 

2,5 tg/m1 en PBS por pocillo y se incuban a temperatura ambiente durante 1 h. 
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Despues se anaden 751.11 de tampon de bloqueo de caseina (Pierce Biotechnolo-

gy, n.° de cat. 37528) a la place durante 1 hora. Entonces se lava la place de ELI-

SA con PBST y se incuba con 50 [1.1/pocillo de IgG variante. Para la curve de titu-

lacion, se prepara IgG que va a someterse a prueba mediante una diluciOn en se-

5 rie de 3 veces en tampon de union a FcRn (NaPO4 100 mM, Tween-20 al 0,05%, 

opcionalmente a pH diferentes (desde 6,0 hasta 7,4)). Para la selecciOn de un 

Onico punto, se normalize IgG variante expresada de manera transitoria en sobre-

nadante de cultivo hasta una concentraciOn final de 50 ng/ml y se ajusta el pH con 

tampOn de union a FcRn a 6,0. En las siguientes etapas, se usa tampOn de uniOn 

10 a FcRn a pH correspondiente para laver la place y diluir los reactivos. Se Ileva a 

cabo la reacci6n de union a temperatura ambiente durante 1 h. Tras tres lavados, 

se detecta la IgG unida mediante conjugado (Fab)2 de cabra anti-Fab humano-

HRP durante 1 h. Se desarrolla actividad HRP en sustrato de HRP de Pierce 

(Turbo TMB-ELISA, n.° de cat. 34022) durante 5-30 minutos. Se detiene la reac-

15 ciOn mediante adici6n de 50 III de H2SO4 2 M y se lee la absorbancia a 450 nm 

con un lector de microplacas VMAX (Molecular Devices). 

ti-CD20 

20 

EJEMPLO 4 — Terapia de seres humanos con variante de Fc 1332E an-

Estudios in vitro y modelos de tumor murinos (Clynes RA, et al. Nat Med. 6:443 

(2000)) proporcionan evidencias de que la ADCC desemperia un papel en los 

efectos antitumorales de anticuerpos anti-CD20, tales como RITUXAN. Puede tra-

terse a pacientes humanos con anticuerpos de variante de Fc I332E anti-CD20 o 

25 RITUXAN, de una manera similar a la dada a conocer en Cartron et al. , Blood 

99:754 (2002). Por ejemplo, pacientes que presentan enfermedad en estadio II a 

IV segun la clasificaciOn de Ann-Arbor, que tienen al menos un sitio de enferme-

dad medible, y baja carga tumoral segiin los criterios de GELF, pueden tratarse 

con un total de cuatro dosis de aproximadamente 375 mg/m2 de una variante de 

30 Fc anti-CD20 o con RITUXAN administrados mediante infusi6n intravenosa (dies 

1, 8, 15 y 22). El criterio de valoraciOn de la eficacia principal es la tasa de res-

puesta objetiva, es decir, la proporciOn de pacientes que alcanzan o bien remisiOn 

complete (RC), o bien RC no confirmada (RCnc) o bien respuesta parcial (RP) 
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segun criterios recientemente propuestos por un comite de expertos internacional. 

La respuesta clinica puede evaluarse en el mes dos (M2). Tambien puede eva-

luarse a los pacientes para determinar la progresi6n a 1 afio (M12). 

Pueden compararse las tasas de respuesta objetiva a M2 y M12 para pacientes 

5 tratados con RITUXAN o variante de Fc anti-CD20 de tal manera que puedan 

cuantificarse las actividades ADCC mejoradas proporcionadas por una variante de 

Fc. Puede repetirse el mismo ejemplo con otras variantes anti-CD20 (veanse, por 

ejemplo, las tablas 1-10 en el presente documento). 

Adicionalmente, la potencia potenciada de las variantes puede permitir diferentes 

10 vias de administraci6n, inyecciones menos frecuentes y/o administraciOn de dosis 

menores. 

Lista de secuencias 

15 <110> Applied Molecular Evolution (AME) 

<120> Regiones Fc variantes 

<130> x16877 

<140> Documento US 60/643.718 

<141> 13-01-2005 

20 <150> Documento US 60/638.442 

<151> 23-12-2004 

<150> Documento US 60/609.101 

<151> 09-10-2004 

<150> Documento US 60/604.339 

25 <151> 25-08-2004 

<150> Documento US 60/602.953 

<151> 19-08-2004 

<150> Documento US 60/598.855 

<151> 08-04-2004 

30 <160>36  

<170> Patentln version 3.3 

<210> 1 

<211> 218 

<212> PRT 
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<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 
1 5 10 15 

Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys 
20 25 30 

val val val Asp val ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp 
35 40 45 

Tyr val AS  Gly val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

50 55 60 

Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val va1 Ser Val Leu Thr val Leu  
65 70 75 80 

His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn 
85 90 95 

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly 
100 105 110 

Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu 
115 120 125 

Met Thr Lys Asn Gin val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr  
130 135 140 

Pro ser Asp lie Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu ASfl  

145 150 155 160 

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro Val Leu Asp ser Asp Gly Ser Phe Phe 
165 170 175 

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn 
180 185 190 

val Phe ser cys Ser Val met His Glu Ala Leu HIS Asn His Tyr Thr 
195 200 205 

Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
210 215 

5 <210>2 

<211> 217 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 
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Pro Ala Pro Pro Val Ala Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys 
1 5 10 15 

Pro Lys Asp Thr Leu met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys val 
20 25 30 

val Val Asp val Ser HiS Glu Asp Pro Glu Val Gin Phe Asn Trp Tyr 
35 40 45 

val AS  Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu 
50 55 60 

Gin Phe Asn Ser Thr Phe Arg val val Ser val LeU Thr val val His 
65 70 75 80 

Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys 
85 90 95 

Gly Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Gin 
100 105 110 

Pro Arg Glu Pro Gin val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu Met 
115 120 125 

Thr Lys Asn Gin val Ser Leu Thr Cys Leu val Lys Gly Phe Tyr Pro 
130 135 140 

Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn Asn 
145 150 155 160 

Tyr Lys Thr Thr P ro Pro Met Leu AS  Ser Asp Gly ser Phe Phe Leu 
165 170 175 

Tyr ser Lys Leu Thr val Asp Lys ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn Val 
180 185 190 

Phe ser cys Ser Val met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gin 
195 200 205 

Lys ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
210 215 

<210> 3 

<211> 218 

5 <212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 
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Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro 

1 5 10 15 

Lys Pro Lys Asp Thr Leu met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 

20 25 30 

Val val val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Gin Phe Lys Trp 

35 40 45 

Tyr Val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 

50 55 60 

Glu Gin Phe Asn Ser Thr Phe Arg val val ser val Leu Thr val Leu 

65 70 75 80 

His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn 

85 90 95 

Lys Ala Leu Pro Ala Pro tie Glu Lys Thr Ile ser Lys Thr Lys Gly 

100 105 110 

Gin pro Arg Glu Pro Gin val Tyr Thr Leu Pro Pro ser Arg Glu Glu 

115 120 125 

Met Thr LyS Asn Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 
130 135 140 

Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu Ser Ser Gly Gin Pro Glu Asn 
145 150 155 160 

Asn Tyr Asn Thr Thr Pro Pro Met Leu Asp ser Asp Gly ser Phe Phe 
165 170 175 

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn 
180 185 190 

Ile Phe Ser Cys Ser val met His Glu Ala Leu His Asn Arg Phe Thr 
195 200 205 

Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
210 215 

<210>4 

<211> 218 

5 <212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400>4 
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Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro ser val Phe Leu Phe Pro Pro 
1 5 10 15 

Lys Pro Lys Asp Thr Leu met Ile ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys 
20 25 30 

Val Val Val Asp val ser Gin Glu AS  Pro Glu val Gin Phe Asn Trp 
35 40 45 

Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg G1u 
50 55 60 

Glu Gin Phe Asn Ser Thr Tyr Arg val val Ser val Leu Thr val Leu 
65 70 75 80 

His Gin AS  Trp Leu Asn Gly Lys G1u Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn 
85 90 95 

Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly 
100 105 110 

Gin Pro Arg Glu Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gin Glu Glu 
115 120 125 

Met Thr Lys Asn Gin Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr 
130 135 140 

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn 
145 150 155 160 

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 
165 170 175 

Leu Tyr Ser Arg Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Glu Gly Asn 
180 185 190 

val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 
195 200 205 

Gin Lys Ser Leu ser Leu Ser Leu Gly Lys 
210 215 

<210> 5 

<211> 215 

5 <212> PRT 

<213> Mus sp. 

<400> 5 
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Thr val Pro Glu Val Ser Ser val Phe Ile Phe Pro Pro Lys Pro Lys 
1 5 10 15 

Asp val Leu Thr Ile Thr Leu Thr Pro Lys Val Thr Cys val val Val 
20 25 30 

Asp Ile ser Lys Asp Asp Pro Glu val Gin Phe Ser Trp Phe val Asp 
35 40 45 

Asp val Glu val His Thr Ala Gin Thr Gin Pro Arg Glu Glu Gin Phe 
50 55 60 

Asn Ser Thr Phe Arg Ser Val Ser Glu Leu Pro Ile Met His Gin Asp 
65 70 75 80 

Cys Leu Asn Gly Lys Glu Phe Lys Cys Arg val Asn Ser Ala Ala Phe 
85 90 95 

Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Thr Lys Gly Arg Pro Lys 
100 105 110 

Ala pro Gin Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro Lys Glu Gin Met Ala Lys 
115 120 125 

Asp Lys val Ser Leu Thr Cys Met Ile Thr Asp Phe Phe Pro Glu Asp 
130 135 140 

Ile Thr Val Glu Trp Gin Trp Asn Gly Gin Pro Ala Glu Asn Tyr Lys 
145 150 155 160 

Asn Thr Gin Pro Ile met Asp Thr Asp Gly Ser Tyr Phe Val Tyr ser 
165 170 175 

Lys Leu Asn Val Gin Lys Ser Asn Trp Glu Ala Gly Asn Thr Phe Thr 
180 185 190 

Cys Ser Val Leu His Glu Gly Leu HiS Asn HIS HiS Thr Glu Lys ser 
195 200 205 

Leu Ser His Ser Pro Gly Lys 
210 215 

<210>6 

<211> 218 

5 <212> PRT 

<213> Mus sp. 

<400> 6 
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Pro Ala Pro Asn Leu Leu Gly Gly Pro ser val Phe Ile Phe Pro Pro 
1 5 10 15 

Lys Ile Lys Asp val Leu met Ile Ser Leu Ser Pro Ile Val Thr Cys 
20 25 30 

Val Val val Asp Val Ser Glu Asp Asp Pro Asp Val Gin Ile Ser Trp 
35 40 45 

Phe val Asn Asn val Glu Val His Thr Ala Gin Thr Gin Thr His Arg  

50 55 60 

Glu Asp Tyr Asn Ser Thr Leu Arg val Val Ser Ala Leu Pro Ile Gin 
65 70 75 80 

His Gin Asp Trp Met Ser Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys val Asn Asn 
85 90 95 

Lys Asp Leu Pro Ala Pro Ile Glu Arg Thr Ile Ser Lys Pro Lys Gly 
100 105 110 

Ser Val Arg Ala Pro Gin val Tyr Val Leu Pro Pro Pro Glu Glu Glu 
115 120 125 

Met Thr Lys Lys Gin Val Thr Leu Thr Cys Met val Thr Asp Phe Met 
130 135 140 

Pro Glu Asp Ile Tyr Val Glu Trp Thr Asn Asn Gly Lys Thr Glu Leu 
145 150 155 160 

Asn Tyr Lys Asn Thr Glu Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Tyr Phe 
165 170 175 

met Tyr Ser Lys Leu Arg Val Glu Lys Lys Asn Trp val Glu Arg Asn 
180 185 190 

Ser Tyr Ser Cys Ser val Val His Glu Gly Leu His Asn HiS HiS Thr  
195 200 205 

Thr Lys Ser Phe Ser Arg Thr Pro Gly Lys 
210 215 

<210>7 

<211> 218 

5 <212> PRT 

<213> Mus sp. 

<400> 7 
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Pro Ala Pro Asn Leu Glu Gly Gly Pro ser val Phe Ile Phe Pro Pro 
1 5 10 15 

Asn Ile Lys Asp val Leu Met Ile Ser Leu Thr Pro Lys val Thr Cys 
20 25 30 

val Val Val Asp val Ser Glu Asp Asp Pro Asp val Gin Ile Ser Trp 
35 40 45 

Phe Val Asn Asn Val Glu Val His Thr Ala Gin Thr Gin Thr His Arg 
50 55 60 

Glu AS  Tyr Asn Ser Thr Ile Arg val val Ser His Leu Pro Ile Gin 
65 70 75 80 

His Gin Asp Trp met Ser Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys Val Asn Asn 
85 90 95 

Lys Asp Leu Pro Ser Pro Ile Glu Arg Thr Ile ser Lys Pro Lys Gly 
100 105 110 

Leu Val Arg Ala Pro Gin Val Tyr Thr Leu Pro Pro Pro Ala Glu Gin 
115 120 125 

Leu Ser Arg Lys Asp Val Ser Leu Thr Cys Leu val val Gly Phe Asn 

130 135 140 

Pro Gly Asp Ile ser val Glu Trp Thr Ser Asn Gly His Thr Glu Glu 
145 150 155 160 

Asn Tyr Lys Asp Thr Ala Pro Val Leu Asp ser Asp Gly ser Tyr Phe 
165 170 175 

Ile Tyr Ser Lys Leu Asn Met Lys Thr Ser Lys Trp Glu Lys Thr Asp 
180 185 190 

Ser Phe Ser CyS Asn val Arg His Glu Gly Leu Lys Asn Tyr Tyr Leu 
195 200 205 

Lys Lys Thr Ile ser Arg Ser Pro Gl y Lys 
210 215 

<210> 8 

<211> 218 

5 <212> PRT 

<213> Mus sp. 

<400> 8 
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Pro Pro Gly Asn lie Leu Gly Gly Pro ser val Phe Ile Phe Pro Pro 
1 5 10 15 

Lys Pro Lys Asp Ala Leu met Ile Ser Leu Thr Pro Lys val Thr Cys 
20 25 30 

val Val val Asp val Ser Glu Asp Asp Pro AS  val His val Ser Trp 

35 40 45 

Phe Val Asp Asn Lys Giu Val His Thr Ala Trp Thr Gln pro Arg Glu 
50 55 60 

Ala Gin Tyr Asn Ser Thr Phe Arg Val val ser Ala Leu Pro Ile Gin 
65 70 75 80 

His Gin Asp Trp Met Arg Gly Lys Glu Phe Lys Cys Lys val Asn Asn 
85 90 95 

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Arg Thr Ile set Lys Pro Lys Gly 

100 105 110 

Arg Ala Gin Thr Pro Gin Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro Arg Giu Gin 

115 120 125 

Met Ser Lys Lys Lys Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Thr Asn Phe Phe 
130 135 140 

set Glu Ala Ile Ser Val Glu Trp Glu Arg Asn Gly Glu Leu Glu Gin 

145 150 155 160 

Asp Tyr Lys Asn Thr Pro Pro Ile Leu Asp Ser AS  Gly Thr Tyr Phe 

165 170 175 

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr val Asp Thr Asp Ser Trp Leu Gin Gly Glu 

180 185 190 

Ile Phe Thr Cys Ser Val val His Glu Ala Leu His Asn His His Thr 
195 200 205 

Gin Lys Asn Leu Ser Arg Set Pro Gly Lys 
210 215 

<210> 9 

<211> 110 

5 <212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 9 
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Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro Lys 
1 5 10 15 

Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu val Thr Cys Val 
20 25 30 

val Val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu val Lys Phe Asn Trp Tyr 
35 40 45 

val Asp Gly val Glu val HiS Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu 
50 55 60 

Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val Val ser val Leu Thr val Leu His 
65 70 75 80 

Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys 
85 90 95 

Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys 
100 105 110 

<210> 10 

<211> 107 

<212> PRT 

5 <213> Homo sapiens 

<400> 10 

Gly Gin Pro Arg Glu Pro Gin val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu 
1 S 10 15 

Glu met Thr Lys Asn Gin val Ser Leu Thr CyS Leu Val Lys Gly Phe 
20 25 30 

Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu 
35 40 45 

Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly ser Phe 
50 55 60 

Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly  
65 70 75 80 

Asn val Phe Ser Cys Ser val met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr 
85 90 95 

Thr Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
100 105 

<210>11 

<211> 330 

10 <212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400>11 
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Ala Ser Thr Lys Gly Pro ser Val Phe Pro Leu Ala Pro ser Ser Lys 
1 5 10 15 

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

Phe Pro Glu Pro Val Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser 

35 40 45 

Gly Val HIS Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser 

50 55 60 

Leu Ser ser Val val Thr val Pro Ser Ser ser Leu Gly Thr Gin Thr 

65 70 75 80 

Tyr Ile Cys Asn Val Asn HIS Lys Pro Ser Asn Thr Lys val Asp Lys 

85 90 95 

Arg Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys 
100 105 110 

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser val Phe Leu Phe Pro Pro 
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115 120 125 

Lys Pro Lys Asp Thr Leu met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys 
130 135 140 

val val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 
145 150 155 160 

Tyr val Asp Gly val Glu val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 
165 170 175 

Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val ser val Leu Thr val Leu 
180 185 190 

His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Tyr Cys Lys Val Ser Asn 
195 200 205 

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly 
210 215 220 

Gin Pro Arg Glu Pro Gin val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu Glu 
225 230 235 240 

met Thr Lys Asn Gi n val ser Leu Thr cys Leu val Lys Gly Phe Tyr  
245 250 255 

Pro Ser Asp Ile Ala val Glu Trp Glu ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn 
260 265 270 

Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe 
275 280 285 

Leu Tyr ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gin Gin Gly Asn 
290 295 300 

Val Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr 
305 310 315 320 

Gin Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
325 330 

<210> 12 

<211> 329 

<212> MT  

5 <213> Homo sapiens 

<400> 12 

Ala Ser Thr Lys Gly Pro ser val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys 
1 5 10 15 
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Ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu val Lys Asp Tyr 
20 25 30 

Phe Pro Glu Pro val Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr ser 
35 40 45 

Gly val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gin Ser Ser Gly Leu Tyr Ser 
50 55 60 

Leu Ser Ser val val Thr Val Pro Ser ser Ser Leu Gly Thr Gin Thr 
65 70 75 80 

Tyr Ile Cys Asn Val Asn His Lys Pro Ser Asn Thr Lys Val Asp Lys 
85 90 95  

Lys Val Glu Pro Lys Ser Cys Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys 
100 105 110 

Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro 
115 120 125 

Lys Pro Lys Asp Thr Leu met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Val Thr Cys  
130 135 140 

val val Val Asp val Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lys Phe Asn Trp 
145 150 155 160 

Tyr val Asp Gly Val Glu Val His Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu 
165 170 175 

Glu Gin Tyr Asn Ser Thr Tyr Arg val val ser val Leu Thr val Leu  
180 185 190 

His Gin Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys val Ser Asn 
195 200 205 

Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile ser Lys Ala Lys Gly 
210 215 220 

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

Leu Thr Lys Asn Gin val Ser Leu Thr cys Leu val Lys Gly Phe Tyr  
245 250 255 

Pro Ser Asp Ile Ala Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gin Pro Glu Asn 
260 265 270 
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Asn Tyr Lys Thr Thr Pro Pro val Leu Asp Ser Asp 
275 280 

Leu Tyr Ser Lys Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp 
290 295 300 

Phe Ser Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu HiS Asn  
305 310 315 

Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys 
325 

Gly Ser Phe Phe 
285 

Gin Gin Asn val 

His Tyr Thr Gin 
320 

<210> 13 

<211>97 

<212> PRT 

5 <213> Artificial 

<220> 

<223> Constructo sintetico 

<400> 13 

Glu Ile val Leu Thr Gin Ser Pro Gly Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly 
1 5 10 15 

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Pro Tyr Ile 
20 25 30 

His Trp Tyr Gin Gin Lys Pro Gly Gin Ala Pro Arg Leu Leu Ile Tyr 
35 40 45 

Ala Th r Ser Ala Leu Ala ser Gly Ile Pro Asp Arg Phe Ser Gly ser 
50 55 60 

Gly ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile ser Arg Leu Glu Pro Glu 
65 70 75 80 

Asp phe Ala Val Tyr Tyr Cys Gin Gin Trp Leu Ser Asn Pro Pro Thr 
85 90 95 

Phe 

10 <210>14 

<211> 111 

<212> PRT 

<213> Artificial 

<220> 

15 <223> Constructo sintetico 

<400> 14 
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Glu val Gin Leu Val Gin Ser Gly Ala Glu val Lys Lys Pro Gly Glu 
1 5 10 15 

Ser Leu Lys Ile Ser Cys Lys Gly Ser Gly Arg Thr Phe Thr Ser Tyr 
20 25 30 

Asn met His Trp Val Arg Gin Met Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met 
35 40 45 

Gly Ala Ile Tyr Pro Leu Thr Gly Asp Thr Ser Tyr Asn Gin Lys Ser 
50 55 60 

Lys Leu Gin val Thr Ile Ser Ala Asp Lys Ser Ile ser Thr Ala Tyr 
65 70 75 80 

Leu Gin Trp Ser Ser Leu Lys Ala Ser Asp Thr Ala Met Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Arg Ser Thr Tyr Val Gly Gly Asp Trp Gin Phe AS  Val Trp 
100 105 110 

<210> 15 

<211>97 

<212> PRT 

5 <213> Artificial 

<220> 

<223> Construct° sintetico 

<400> 15 

Gin Ile val Leu Ser Gin Ser Pro Ala Ile Leu Ser Ala Ser Pro Gly 
1 5 10 15 

Glu Lys val Thr met Thr Cys Arg Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Ile 
20 25 30 

His Trp Phe Gin Gin Lys Pro Gly Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr 
35 40 45 

Ala Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Val Arg Phe Ser Gly Ser 
50 55 60 

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Arg Val Glu Ala Glu 
65 70 75 80 

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gin Gin Trp Thr Ser Asn Pro Pro Thr 
85 90 95 

10 Phe 

<210> 16 

<211> 111 

<212> PRT 
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5 

 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Constructo sintetico 

<400> 16  

Gin val Gin Leu Gin Gin Pro Gly Ala Glu Leu val Lys Ala Gly Ala 
1 5 10 15 

Ser val Lys met Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr 

20 25 30 

Asn met His Trp Val Lys Gln Thr Pro Gly Arg Gly Leu Glu Trp Ile 
35 40 45 

Gly Ala Ile Tyr Pro Gly Asn Gly Asp Thr ser Tyr Asn Gin Lys Phe 

50 55 60 

Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser ser Thr Ala Tyr 

65 70 75 80 

Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr ser Glu Asp Ser Ala val Tyr Tyr Cys 
85 90 95 

Ala Arg Ser Thr Tyr Tyr Gly Gly Asp Trp Tyr Phe Asn val Trp 
100 105 110 

<210> 17 

<211>10 

<212> PRT 

<213> Artificial 

10 <220> 

<223> Constructo sintetico 

<400> 17 

Arg Ala ser ser ser val Pro Tyr Ile His 
1 5 10  

<210> 18 

15 <211>7  

<212> PRT 

<213> Artificial 

<220> 

<223> Constructo sintetico 

20 <400> 18 

Ala Thr ser Ala Leu Ala Ser  
5 

<210> 19 
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