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DESCRIPCION
Molécula de unién a antigeno capaz de unirse repetidamente a dos o més moléculas de antigeno
Campo técnico

La presente invencion se refiere a moléculas de unidn a antigeno que son anticuerpos. Por lo tanto, la presente
invencion se refiere a métodos para mejorar la farmacocinética de anticuerpos y a métodos para aumentar la cantidad
de veces de unién al antigeno de anticusrpos, asi como a anticuerpos con una farmacocinética mejorada, anticuerpos
con una mayor cantidad de veces de unién al antigeno y a métodos para producir anticuerpos de este tipo.

Antecedentes de la técnica

Los anticuerpos estan captando atencidn como agentes farmacéuticos, ya que son muy estables en plasma vy
presentan pocos efectos adversos. Actualmente, se encuentra disponible una cantidad de agentes farmacéuticos de
anticuerpo tipo IgG en el mercado y actualmente se estan desarrollande muchos mas agentes farmacéuticos de
anticuerpo (documentos no patentados 1 y 2). Mientras tanto, se han desarroliado diversas tecnologias aplicables a
agenies farmacéuticos de anticuerpo de segunda generacion, incluidas las gue potencian la funcién efectora, la
capacidad de unidn al antigeno, la farmacocinética v la estabilidad, y las que reducen el riesgo de inmunogenicidad
{documento no patentado 3). En general, ia dosis requerida de un agente farmacéutico de anticuerpo es muy alia.
Esto, a su vez, ha conllevado problemas, como el costo alto de produccion, asi como la dificultad para producir
formulaciones subcutaneas. En la teoria, se puede reducir la dosis de un agents farmacéutico de anticuerpo mediante
la mejora de la farmacocinética del anticuerpo o mediante la mejora de la afinidad enire los anticuerpos v los antigenos.

La bibliografia ha registrado métodos para mejorar la farmacocinética del anticuerpo usando sustitucion artificial de
aminoécidos en regiones constantes {documentos no patentados 4 y 5). De manera similar, se ha registrado la
maduracion de la afinidad como tecnologia para potenciar la capacidad de union al antigeno o actividad de
neutralizacién del antigenc (documento no patentado 8). Esta tecnologia permite fa potenciacién de la actividad de
unién al antigeno mediante la introduccién de mutaciones de aminoacidos en la regidn CDR de una regién variable o
similar. La potenciacién de la capacidad de unién al antigeno permite mejorar la actividad biolégica in vitro o reducir la
dosificacién y permite, ademas, mejorar {a eficacia in vivo (documento no patentado 7).

La capacidad de neutralizacién del antigeno de una Unica molécula de anticuerpo depende de su afinidad. Al aumentar
la afinidad, se puede neutralizar el antigeno con una menor cantidad de un anticuerpo.

Se pueden utilizar diversos métodos para potenciar la afinidad del anticuerpo. Ademas, si la afinidad pudiera volverse
infinita mediante la unién covalente del anticuerpo al antigeno, una Gnica molécula de anticuerpo podria neutralizar
una molécula del antigeno (un anticuerpo divalente puede neutralizar dos moléculas del antigeno). Sin embargo, la
neutralizacion esteguiométrica de un anticuerpo contra un antigeno (un anticuerpo divalente contra dos antigenos) es
el limite de los métodos pre-existentes y, por lo tanto, es imposible neutralizar por completo el antigeno con la menor
cantidad de anticuerpo que la cantidad de antigeno. En otras palabras, el efecto de potenciacién de la afinidad tiene
un limite (documento no patentado 9). A los efectos de prolongar el efecto de neutralizacion de un anticuerpo de
neutralizacién durante un periodo dsterminado, el anticuerpo debe administrarse en una dosis superior a la cantidad
de antigeno producido en el cuerpo durante el mismo pericdo. Con la mejora de la farmacocinética del anticusrpo o la
tecnologia de maduracién de la afinidad por si sola que se describié anteriormente, existe, por lo tanto, una limitacién
en la reduccidn de la dosis de anticuerpo requerida.

Por consiguients, a los efectos de sostener el efecto de neutralizacién del antigeno gue presenta el anticuerpo durante
un periodo diana con una menor cantidad del anticuerpe que la cantidad de antigeno, un Unico anticuerpo debe
neutralizar multiples antigenos. Métodos para neutralizar miltiples antigenos con un Unico anticuerpeo incluyen la
inactivacion del antigeno usando anticuerpos cataliticos, que son anticuerpos gue presentan una funcion catalitica.
Cuando el antigeno es una proteina, el mismo se puede inactivar mediante la hidrélisis de sus enlaces peptidicos. Un
anticuerpo puede neutralizar antigenos de forma reiterada mediante catalisis de una hidrdlisis de este tipo (documento
no patentado 8). Existen muchos registros previos publicados sobre anticuerpos cataliticos y las tecnologias para
producirlos. Sin embargo, no ha habido regisircs de anticuerpos cataliticos con suficiente actividad catalitica como
agenie farmacéutico. De manera especifica, en un estudio de anticuerpos i1 vivo para determinado antigeno, no ha
habido publicaciones sobre anticuerpos cataliticos que puedan producir un efecto comparable 0 mas fuerte incluso en
dosis bajas o producir un efecto mas prolongado incluso en una misma dosis en comparacion con un anticuerpo de
neutralizacion no catalitico comun.

Como se describié anteriormente, no ha habido registros de anticuerpos gue puedan producir un efecto in vivo mas
superior gue los anticuerpos de neutralizacién comunes mediante la neutralizacién de multiples moléculas de antigeno
por parte de un Unico anticuerpo. Por lo tanto, desde el punto de vista de la reduccién de la dosis y de la prolongacion
de la duracién, existe la necesidad de nuevas tecnologias que permitan la produccién de nuevas moléculas de
anticuerpo con un efecto in vivo mas potente que los anticuerpos de neutralizacion comunes mediante 1a neutralizacion
individual de multiples moléculas de antigeno.

Los documentos de la técnica anterior pertinentes a la presente descripcion se muestran a continuacion:
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[Documentos de la técnica anterior]

[Documentos no patente]

Documento no patentado 1: Monoclonal antibody successes in the clinic. Janice M Reichert, Clark J Rosensweig, Laura
B Faden y Matthew C Dewitz, Nature Biotechnoligy 23, 1073-1078 (2005}

Documento no patentado 2: Pavicu AK, Belsey MJ. The therapeutic antibodies market to 2008. Eur J Pharm Biopharm.
Abril de 2005; 59(3): 389-96

Documento no patentado 3: Kim 8J, Park Y, Hong HJ. Antibody engineering for the development of therapeutic
antibodies. Mol Cells. 31 de agosto de 2005; 20(1): 17-29. Review

Documento no patentado 4: Hinton PR, Xiong JM, Johlfs MG, Tang MT, Keller S, Tsurushita N. An engineered human
lgG1 antibody with longer serum half-life. J. Immunol. 1 de enerc de 2006; 176(1):346-56

Documento no patentado 5: Ghetie V, Popov S, Borvak J, Radu C, Matesoi D, Medesan C, Ober RJ, Ward ES. Increasing
the serum persistence of an IgG fragment by random mutagénesis. Nat.Bictechnol. julio de 1897; 15(7): 637-40

Documento no patentado 6: Rajpal A, Beyaz N, Haber L, Cappuccilli G, Yee H, Bhatt RR, Takeuchi T, Lerner RA, Crea
R, A general method for greatly improving the affinity of antibodies by using combinatorial libraries. Proc Natl Acad Sci
U S A. 14 de junio de 2005; 102(24):8466-71. Epub 6 de junio de 2005

Documento no patentado 7: Wu H, Pfarr DS, Johnson S, Brewah YA, Wiids RM, Patel NK, White WI, Young JF, Kiener
PA, Development of Motavizumab, an Ultra-potent Antibody for the Prevention of Respiratory Syncytial Virus Infection
in the Upper and Lower Respratory Tract. J Mol Biol. 2007, 368, 652-665

Documento no patentado 8: Hanson CV, Nishiyama Y, Paul 8. Catalytic antibodies and their Applications. Curr Opin
Bictechnol. Diciembre de 2005;16(6):631-6

Documento no patentado 9: Rathanaswami P, Roalstad 8, Roskos L, Su QJ, Lackie S, Babcook J. Demonstration of
an in vivo generated sub-picomolar affinity fully human monoclonal Antibedy to interleukin-8. Biochem Biophys Res
Commun. 9 de septiembre de 2005; 334(4):1004-13

Casim et al. (2002) Nature Bictechn, 20, 9, 308-913 describe la mejora de las propiedades farmacocinéticas (PK} de
GCSF al introducir residuos His en la interfaz de unién al receptor de GCSF e identificar variantes con una relacion
KD(pH bajoy/KD(pH alto) incrementada, Se obtuvieron variantes con una semivida 10 veces incrementada y un
reciclaje incrementado en un 50 % en comparacion con el tipo salvaje.

Sumario de la Invencion
[Problemas a resclver por la Invencién]

Lag circunstancias mencicnadas anteriormente condujeron a los descubrimientos descritos en la presente invencion.
La invencién se refiere a anticuerpos, a composiciones farmacéuticas y al uso de estos anticuerpos como un
medicamento segin se caracteriza en las reivindicaciones. La siguiente descripcién utiliza frecuentemeante la expresién
“molécula de union al antigeno”. En relacién con la invencién reivindicada, se entiende que la expresién “‘molécula de
unién al antigenc” se refiere a "anticuerpo”. Por consiguiente, un objetivo de la presente invencién es proporcionar
métodos de unién de las moléculas de unién al antigeno con los antigenos miltiples veces y métodos para mejorar la
farmacocinética de las moléculas de unién al antigeno, asi como moléculas de unién al antigeno gue sean capaces
de unirse a los antigencs multiples veces, moléculas de unidn al antigenc con mejor farmacocinética, composiciones
farmacéuticas que contienen moléculas de unidn al antigeno de este tipo, y métodos para producir moléculas y
composiciones de este tipo.

[Medios para Resolver los Problemas]

En la presente se realizaron estudios especializados sobre métodos para la unién de polipéptidos con capacidad de
unidn al antigeno, como las moléculas de union al antigeno, a los antigenos multiples veces, y métodos para mejorar
las semividas de moléculas de este tipo en el plasma (sangre) (mejorar su farmacocinética). Como resultado, se
descubrié que si la actividad de unién al antigenc de una molécula de unién al antigeno a pH endosdmico temprano
es inferior a su actividad de unién al antigeno a pH del plasma (sangre), podria unirse a los antigenos miiltiples veces
y tener una semivida en plasma mas prolongada.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a métodos para la union de moléculas de unién al antigeno a
antigenos multiples veces, a métedos para mejorar la farmacocinética de las moléculas de unién al antigeno y a
metodos para producir moléculas de union al antigenc con mejor farmacocinética; la presente invencién también se
refiere a moléculas de unidn al antigeno que son capaces de unirse a los antigenos muitiples veces y moiléculas de
unién al antigeno con mejor farmacocinética. Mas especificamente, la presente divulgacion proporciona:
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1] una molécula de unién al antigeno con un valor de KD(pHS5,8)/KD(pH7,4), definido como la relacién de KD
para el antigeno a pH 5,8 y KD para el antigeno a pH 7,4, de 2 o superior;

[2] la molécula de unién al antigeno de [1], en donde el valor de KD{pH5,8)/KD(pH7,4) es 10 o superior;
[3] la molécula de unién al antigeno de {1], en donde el valor de KD(pH5,8)/KD(pH7.4) es 40 o superior;

[4] la molécula de unién al antigene de uno cualquiera de [1] a [3], en donde al menos un aminodcido de la
molécula de unidn al antigeno se ha sustituido con histidina, o al menocs una histidina se ha insertado en la
molécula de union al antigenc;

[5] la molécula de unién al antigenc de uno cualquiera de [1] a [4], en donde la molécula de unién al antigeno
tiene actividad antagonista;

[6] la molécula de unién al antigeno de uno cualquiera de [1] a [5], en donde la molécula de unién al antigeno se
une a un antigeno membrana o un antigeno soluble;

{71 la molécula de unién al antigeno de uno cualquiera de [1] a [6], en donde la molécula de union al antigeno es
un anticuerpo;

[8] una composicién farmacéutica que comprende la molécula de union al antigeno de uno cualquiera de [1]1a {7];

[9] un método para mejorar la farmacccinéfica de una molécula de unién al antigeno al afectar la actividad de
unién al antigeno de la molécula de unién al antigeno a pH 5,8 en comparacion con la actividad a pH 7,4;

{10] un método para aumentar la cantidad de veces de unién al antigenc para una molécula de unién al antigenc
al afectar la actividad de unién al antigeno de la molécula de unién al antigeno a pH 5,8 en comparacion con la
actividad a pH 7,4;

{11]un método para aumentar la cantidad de antigenos que pueden unirse con una molécula de unidén al antigeno
al afectar la actividad de unién al antigeno de la molécula de unién al antigeno a pH 5,8 en comparacion con la
actividad a pH 7,4;

[12] un método para disociar dentro de una célula un antigeno de una molécula de union al antigeno unida de
manera extracelular al afectar la actividad de unién al antigenoc de la molécula de unidn al antigeno a pH 5,8 en
comparacion con la actividad a pH 7.4;

[13] un método para liberar una molécula de unién al antigeno, que se ha unide a un antigeno e internalizado en
una célula, de forma libre de antigeno al exterior de la célula al afectar la actividad de unién al antigeno de la
molécula de unidn al antigeno a pH 5,8 en comparacion con la actividad a pH 7.4;

{14] un método para aumentar la capacidad de una molécula de unién al antigenc de eliminar un antigenc en
plasma al afectar la actividad de unién al antigeno de la molécula de unién al antigeno a pH 5,8 en comparacion
con la actividad a pH 7.4;

[15] el método de uno cualguiera de [9] a [14], en donde el valor de KD{pH5,8)/KD{pH7,4), definido como la
relaciéon de KD para el antigeno a pH 5,8 y KD para el antigeno a pH 7,4, es 2 0 superior;

[16] el método de uno cualquiera de [9] a [14], en donde el valor de KD(pH5,8)/KD{pH7,4) es 10 o superior;
[17] el método de uno cualquiera de [9] a [14], en donde el valor de KD{pH5,8)/KD(pH7,4) es 40 o superior;

[18] un método para mejorar la farmacocinética de una molécula de unién al antigeno al sustituir al menos un
aminoacido de la molécula de unién al antigeno con histidina, o insertar al menos una histidina en fa molécula
de unidn al antigeno;

[19] un método para aumentar la cantidad de veces de unién al antigenc para una molécula de unién al antigenc
al sustituir al menos un aminoacido de la molécula de unién al antigenc con histidina, o insertar al menos una
histidina en la molécula de unién al antigeno;

[20] un método para aumentar la cantidad de antigenocs gue pueden unirse con una molécula de unién al antigeno
al sustituir al menos un aminoacido de la molécula de union al antigeno con histidina, o insertar al menos una
histidina en la molécula de unidn al antigeno;

[21] un método para disociar dentro de una célula un antigeno de una molécula de union al antigeno unida de
manera exiracelular al sustituir al menos un aminodcido de la molécula de unidén al antigeno con histiding, ©
insertar al menos una histidina en la molécula de unién al antigeno;

[22] un método para liberar una molécula de unién al antigeno, gue se ha unido a un antigeno y se ha
internalizado en una célula, de forma libre de antigeno al exterior de la célula, al sustituir al menos un aminoacido
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de la molécula de unién al antigeno con histidina, ¢ insertar al menos una histidina en la molécula de union al
antigeno;

23] un método para aumentar la capacidad de una molécula de unién al antigenc de eliminar un antigenc en
plasma al sustituir al menos un aminoéacido de la molécula de unién al antigeno con histidina, ¢ insertar al mencs
una histidina en la molécula de union al antigeno;

[24] el método de uno cualquiera de [18] a [23], en el que la sustitucion o insercidn de histidina aumenta el valor
de KD{pH5,8)/KD(pH7,4)}, definido como la relacién de la actividad de unidn al antigeno a pH 5,8 y la actividad
de unién al antigeno a pH 7,4, en comparacion con el valor de KD{pH5,8)/KD{pH7,4) antes de la sustitucién o
insercion de histidina;

[25] el método de uno cualgquiera de [9] a [24], en el que la molécula de unién al antigeno tiene actividad
antagonista;

[26] el método de uno cualquiera de [9] a [25], en el que la molécula de unidn al antigeno se une a un antigeno
membrana o un antigeno solubls;

[27] el método de uno cualquiera de [2] a [26], en el que la molécula de unidn al antigeno es un anticuerpg;
[28] un método para el andlisis de una molécula de union al antigeno, gque comprende las etapas de:
(a) determinar la actividad de unidn al antigeno de una molécula de unién al antigenc a pH 6,7 a pH 10,0;
{b) determinar la actividad de unién al antigeno de la molécula de unién al antigenoapH 4,0 apH 6,5;y

{c) seleccionar una molécula de unién al antigeno, cuya actividad de unién al antigeno a pH 6,7 a pH 10,0
sea superior a la actividad de unién al antigeno a pH 4,0 a pH 6,5;

[29] el método de seleccion de [28], que comprende la etapa de seleccionar un anticuerpo cuya actividad de unién
al antigeno a pH 6,7 a pH 10,0 sea del doble 0 més que la actividad de unién al antigenc a pH 4,0 a pH 6,5;

[30] un método para el analisis de una molécula de unién al antigeno, que comprende las etapas de:
{a) unir una molécula de unién al antigeno a un antigeno a pH 6,7 a pH 10,0;
{b) colocar la molécula de unién al antigeno que se unié al antigeno de (a) apH 4,0 apH 6,5; v
{c) obtener una molécula de unién al antigeno que se disocid a pH 4,0 a pH 6,5;

[31] un método para analizar una molécula de unién al antigeno, cuya actividad de unién a un primer pH es
superior que la actividad a un segundo pH, que comprende las etapas de:

{a) unir una molécula de unién al antigeno a una columna inmovilizada con antigeno bajo la condicidén de
un primer pH;

{b) eluir la molécula de unién al antigeno que se ha unido a la columna al primer pH de la columna bajo la
condicion de un segundo pH; y

{c) recoger la molécula de unidn al antigeno eluida;

[32] un método para analizar una molécula de unién al antigeno, cuya actividad de unién a un primer pH es
superior que la actividad a un segundo pH, que comprende las etapas de:

{a) unir una genoteca de moléculas de union al antigeno a una columna inmovilizada con antigeno bajo la
condicién de un primer pH;

{b} eluir la molécula de unidn al antigeno de la columna bajo la condicion de un segundo pH;
{c) amplificar el gen que codifica la molécula de unién al antigeno eluida; y
{d) obtener la molecula de unién al antigeno eluida.
[33] el método de seleccion de [31] 0 [32], en el que sl primer pH es 6,7 a 10,0 y el segundo pH es 4,0 2 6,5;

[34] el método de seleccién de uno cualquiera de [28] a [33], en el gue al menos uno © mas aminocacidos de la
molécuia de unidn al antigeno se ha sustituido con histidina, o al menocs una histidina se ha insertado en la
molécula de unién al antigeno;

[35] el método de seleccion de uno cualquiera de [28] a {33], para obtener una molécula de unién al antigeno que
es superior en retencion en el plasma;
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[36] el método de seleccion de uno cualguiera de [28] a [33], para obtener una molécula de unién al antigeno que
es capaz de unirse a un antigeno dos o mas veces;

[37] el método de selaccion de uno cualguiera de [28] a [33], para obtener una molécula de union al antigeno que
es capaz de unirse a mas antigenos en comparacién con la cantidad de sus sitios de unién al antigeno;

[38] el método de seleccion de uno cualquiera de [28] a [33], para obtener una molécula de unién al antigeno que
disocia un antigeno unido de manera extracelular dentro de una célula;

[39] e! método de seleccion de uno cualquiera de [28] a {33], para obtener una molécula de unién al antigeno que
se une a un antigeno y se internaliza en una célula, y se libera al exterior de la célula de forma libre de antigeno;

[40] el método de seleccion de uno cualguiera de [28] a {33], para obtener una molécula de unién al antigeno que
presenta una mayor capacidad para eliminar un antigeno en plasma;

[41] el método de seleccion de uno cualquiera de [28] a [40], en el que fa molécula de unién al antigeno se utiliza
como una composicién farmacéutica;

[42] el método de seleccidn de uno cualquiera de [28] a [41], en el que la molécula de unién al antigeno es un
anticuerpo;

[43] un método para producir una molécula de unién al antigeno, que comprende las stapas de:
(a} determinar la actividad de uni6n al antigeno de una molécula de union al antigeno a pH 6,7 a pH 10,03
{b) determinar la actividad de unidn al antigeno de la molécula de unién al antigeno a pH 4,0 a pH 6,5;

{c) seleccionar la molécula de union al antigeno cuya actividad de unién al antigeno apH 6,7 apH 10,0 es
superior a la de pH 4,0 a pH 6,5;

{d) obtener el gen que codifica la molécula de union al antigeno que se selecciona en (¢); y
{e) producir la molécula de unién al antigenc usando el gen obtenido en {d);
[44] un método para producir una molécula de unidn al antigeno, que comprende las etapas de:
{a) unir una molécula de unién al antigeno a un antigeno bajo una condicién de pH 6,7 a pH 10,0;

{b) permitir que la molécula de unidn al antigeno unida al antigeno de (a) permanezca bajo una condicion
depH 4,0 apH6,5;

{c) recoger {a molécula de unién al antigeno gue se disocid bajo la condicion de pH 4,0 a pH 6,5;
{d) obtener el gen que codifica la molécula de union al antigeno obtenida en (¢); vy
{e) producir la molécula de unién al antigenc usando el gen obtenido en {d);

[45] un método para producir una molécula de unién al antigeno, cuya actividad de unidn a un primer pH es
superior que la actividad a un segundo pH, que comprende las etapas de:

{a) unir una molécula de unidn al antigeno a una columna inmovilizada con antigeno bajo la condicidn del
primer pH;

(k) eluir la molécula de unidn al antigeno que se encuentra unida a la columna al primer pH de la columna
kajo una condicion del segundo pH;

{c) recoger la molécula de unién al antigeno eluida;
{d) obtener el gen que codifica la molécula de unidn al antigenoc obtenida en (¢); vy
{e) producir la molécula de unién al antigeno usando el gen obtenido en (d);

[46] un método para producir una molécula de unién al antigeno, cuya actividad de unién a un primer pH es
superior gue la actividad a un segundo pH, gue comprende las etapas de:

{a) unir una genoteca de moléculas de unién al antigeno a una columna inmovilizada con antigeno bajo la
condicién del primer pH;

{b) eluir la molécula de unién al antigeno de la columna bajo la condicion del segundo pH;

{c} amplificar el gen que codifica la molécula de unién al antigeno eluida;
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{d) recoger la molécula de unién al antigeno eluida;
{e) obtener el gen que codifica la molécula de unién al antigenc recogida en (d); vy
{f)} producir {a molécula de unién al antigenc usando el gen obtenido en (e);
[47] el método de produccion de [45] o [48], en el que el primer pH es 6,7 2 10,0 y el segundo pH es 4,0 a 6,5;

{48] el método de produccién de uno cualguiera de [43] a [47], que comprende, ademas, la etapa de sustituir al
menos un aminoacido de la molécula de unidn al antigeno con histidina, o insertar al mencs una histidina en la
molécula de unidn al antigeno;

[49] el método de produccién de uno cualquiera de [43] a [48)], en el que la molécula de unién al antigeno es un
anticuerpo;

[50] una composicién farmacéutica que comprende una molécula de union al antigeno producida mediants el
meétodo de produccién de uno cualquiera de [43] a [49].

[Efectos de la invencién]

La presente invencion proporciona métodos para producir moléculas de union al antigeno simples para gue se unan
de forma relterada a miitiples moléculas de antigenc. Cuando una molécula de unidn al antigeno se une a multiples
moléculas de antigeno, la farmacocinética de la meolécula de unién al antigeno puede mejorar y una molécula de este
tipo puede ejercer efectos in vivo mas superiores que los de las moléculas de unién al antigeno comunes.

Breve Descripcién de los Dibujos

La FIG. 1 es un diagrama que ilustra una via de degradacién de anticuerpos unidos al antigeno unido a la
membrana.

La FIG. 2 es un diagrama que Hlustra un mecanismo mediante el cual las moléculas de 1gG son rescatadas por
FcRn.

La FIG. 3 es un diagrama esquematico que ilustra la re-unién de moléculas de IgG a un nuevo antigeno después
de la disociacién del antigeno unido a la membrana dentro de los endosomas.

La FIG. 4 es un diagrama esquematico que ilustra la re-unién de moléculas de IgG a un nuevo antigeno después
de la disociacién del antigenc soluble dentro de los endosomas.

L.a FIG. 5 es un diagrama que llustra el procesc de cribado utilizando una columna inmovilizada con antigeno.

La FIG. 6 presenta graficas que ilustran los resultados de ELISA de fagos para clones adquiridos por cribado de
columna. La grafica superior ilustra el WT v la gréfica inferior ilustra CL5.

La FIG. 7 es una grafica que ilustra la actividad de neutralizacion bioldgica de anticuerpos del receptor de anti-
iL-6 de unién dependiente del pH.

La FIG. 8 presenta graficas que ilustran los resultados del sensograma Biacore para la unién de los anticuerpos
del receptor de anti-1L-6 de unién dependiente del pH al receptor de [L-6 soluble a pH 7,4. La grafica superior
ilustra el WT; la segunda grafica desde la parte superior llustra H3pl/L73; 1a tercera grafica desde |a parte superior
ilustra H170/L82; v la gréafica inferior ilustra CLH5/L73.

La FIG. 9 presenta gréficas que ilustran los resultados del sensograma Biacore para la union de los anticuerpos
del receptor de anti-iL-8 de unidn dependiente del pH al receptor de IL-6 soluble a pH 5,8. La gréfica superior
ilustra el WT; la segunda grafica desde la parte superior llustra H3pl/L73; 1a tercera grafica desde |a parte superior
ilustra H170/L82; v la gréafica inferior ilustra CLH5/L73.

La FIG. 10 presenta graficas que ilustran resultados del sensograma Biacore para la asociacion (pH 7,4) v la
disociacién (pH 5,8) de anticuerpos del receptor de anti-iL-6 de union dependiente del pH al receptor de IL-5 tipo
membrana. La gréfica superior ilustra el WT; la segunda gréafica desde la parte superior ilustra H3pl/L73; la tercera
grafica desde la parte superior ilustra H170/L82; y la grafica inferior llustra CLHS/L73.

La FiIG. 11 es un sensograma Biacore que indica la union reiterada de anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de
unién dependiente del pH a SR344.

La FIG. 12 es una gréfica que ilustra la cantidad total de antigeno unido en un experimento de unién reiterada de
anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de unidn dependiente del pH a SR344.

La FIG. 13 es una grafica que ilustra los periodos de tiempo de las concentraciones de anticuerpo en plasma de
los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de unién dependients del pH en ratones transgénicos del receptor de IL-
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6 humana.

La FIG. 14 es una grafica que ilustra los periodos de tiempo de las concentraciones de anticuerpo en plasma de
los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de unién dependiente del pH en monos cynomolgus.

La FiG. 15 es una grafica que ilustra los periodos de tiempeo de las concentraciones de CRP en monos
cynomolgus con relacién a los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de unién dependiente del pH.

La FIG. 16 es una grafica que ilustra los periocdos de tiempo de las concentraciones del receptor de IL-6 de monios
cynomolgus de fipo no unide en monos cynomolgus con relacién a los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de
union dependiente del pH.

LaFIG. 17 presenta graficas que ilustran resultados del senscgrama Biacore de asociacion (pH 7,4} y disociacién
{pH 5,8) de anticuerpos de! receptor de anti-IL-6 de unién dependiente del pH al recepior de IL-6 tipc membrana.
En orden en sentido descendente, se muestran los resultados de WT, H3pl/L73-igG1, Fv2-igG1 v Fv4-IgGH.

La FIG. 18 es una grafica que ilustra los periodos de tiempo de las concentraciones de anticuerpo en plasma de
los anticuerpos del receptor de anti-iL-6 de unién dependiente del pH (WT, H3pl/L73-IgG1, Fv2-IgG1 y Fv4-IgG1)
en ratones transgénicos del receptor de IL.-6 humana.

La FIG. 19 presenta graficas que ilustran resultados del sensograma Biacore para la asociacion (pH 7.4) y la
discciacion (pH 5,8) de anticuerpos del receptor de anti-IL-8 de unidn dependiente del pH al receptor de 1L-6 tipo
membrana. En sentido descendente, se muestran los resultados de WT, Fvd-igG1, Fv4-1gG2 y Fv4-M58.

La FIG. 20 es una grafica que ilustra los periodos de tiempo de las concentraciones de anticuerpo en plasma de
los anticuerpos del receptor de anti-iL-8 de unién dependiente del pH (WT, Fvd-lgG1, Fvd-IgG2 y Fv4-M58) en
ratones transgénicos del receptor de iL-6 humana.

La FiG. 21 presenta graficas que ilustran resultados del sensograma Biacore de asociacion (pH 7,4) y disociacion
{pH 5,8) de anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de union dependiente del pH al receptor de IL-6 tipc membrana.
En sentido descendente, se muestran los resultados de Fv 1-M71, Fv 1-M73, Fv3-M71 y Fv3-M73.

La FiG. 22 es una grafica que ilustra los periodos de tiempo de las concentraciones de anticuerpo en plasma de
los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de unién dependiente del pH en monos cynomolgus durante la
administracion de H3pl/L73-1gG1, Fvi-M71, Fv1-M73, Fv2-IgG1, Fv3-M73 y Fv4-M73 a 0,5 mg/kg y durante la
administracién de Ab (siglas inglesas de anticuerpo) de alta afinidad a 1,0 mg/kg.

La FiG. 23 es una grafica que ilustra los periodos de tiempo de concentraciones de CRP en monos cynomolgus
con relacién a los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de unién dependiente del pH (grupos a los que se les
administrd H3pl/L73-1gG1-, Fv1-M71-, Fv1-M73-, Fv2-igG1-, Fv3-M73-, Fv4-M73- y Ab de alta afinidad).

La FiG. 24 es una grafica que ilustra los pericdos de tiempo de las congentraciones del receptor de IL-8 de monos
cynomolgus de tipo no unido en monos cynomolgus con relacién a los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de
unién dependiente del pH (grupos a los que se les administrd H3pl/L73-1gG1-, Fvi1-M71-, Fv1-M73-, Fv2-igG1-,
Fv3-M73-, Fv4-M73- y Ab de alta afinidad).

La FIG. 25 es un diagrama que ilustra FR1, FR2, FR3 y FR4 junto con CDR1, CDR2 y CDR3 de cadenas pesadas
(VH1, VH2, VH3, VH4) y cadenas ligeras (VL1, VL2, VL3). Los asteriscos indican las ubicaciones en las que
existen mutaciones de aminoacidos en las secuencias alineadas.

La FIG. 26 presenta un sensograma Biacore que Hustra la unién dependiente de pH de un anticuerpo anti-IL-6,
anti-IL6clon 2, aiL-6apH 7,4y pH 5,5. Las curvas en el sensograma a pH 7.4 corresponden a 100, 50. 25, 12,5
y 6,25 ng/mL de IL-6, precedente.

La FiG. 27 presenta un sensograma Biacore que ilustra la unidn dependiente de pH de un anticuerpo del receptor
de anti-IL-31, anti-IL31R clon 1 al receptor de IL-31 apH 7,4 y pH 5,5. Las curvas en el sensograma a pH 5,5
corresponden a 100, 50, 25 y 12,5 ng/mL del receptor de 1L-31, precedente.

La FIG. 28 llustra el periodo de tiempo de concentracién de anticuerpo en plasma después de la administracion
intravenosa de una mezcla de solucidn que contiene SR344 y un anticuerpo del receptor de IL-6 anti-humano al
ratén.

La FIG. 29 ilustra el periodo de tiempo de concentracién de SR344 en plasma después de la administracion
intravenosa de una mezcla de solucion gue contiene SR344 y un anticuerpo del receptor de 1L-6 anti-humano al
raton.

Modo de Llevar a cabo la Invencién

La presente invencién proporciona métodos para aumentar la cantidad de veces de union al antigeno en moléculas
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de unién al antigeno. Mas especificamente, la presente invencion proporciona métodos para aumentar la cantidad de
veces de unién al antigeno en moléculas de unién al antigeno al afectar la capacidad de unién al antigeno de las
moléculas de unién al antigeno a pH acido en comparacién con la capacidad a pH neutro. Ademas, la presente
invencién proporciona métodos para aumentar la cantidad de veces de unidn al antigenc en moléculas de unién al
antigenc al sustituir al menos un aminoacido en las moléculas de unién al antigeno con histidina. Ademas, la presente
invencion proporciona métodos para aumentar la cantidad de veces de union al antigeno en moléculas de unién al
antigeno al sustituir, eliminar, agregar y/o insertar aminoacidos en la regidén constante del anticuerpo de ias moléculas
de unién al antigeno.

La presente invencion tambien proporciona métodos para aumentar la cantidad de antigenos que pueden unirse con
una molécula de unién al antigeno. Mas especificamente, la presente descripcion proporciona métodos para aumentar
la cantidad de antigenocs que pueden unirse con una molécula de unién al antigeno al afectar la capacidad de unién
al antigeno a pH acido en comparacion con la capacidad a pH neutro. Ademas, la presente invencién proporcicna
métodos para aumentar 1a cantidad de antigenos que pueden unirse con una molécula de union al antigeno al sustituir
a menos un aminoacido en las moléculas de unidn al antigeno con histidina. Ademas, la presente invencién
proporciona métodos para aumentar la cantidad de antigenos que se pueden unir con una molécula de unidn al
antigeno al sustituir, eliminar, agregar y/o insertar aminodcidos en la regién constante del anticuerpo de las moléculas
de unidén al antigeno.

La presente invencién también proporciona métodos para disociar dentro de una célula un antigeno de una molécula
de unién al antigeno unida de forma extracelular. Mas especificamente, la presente invencion proporciona métodos
para disociar dentro de una célula un antigeno de una molécula de unién al antigeno unida de forma extracelular al
afectar la capacidad de unién al antigenc a pH acido en comparacion con la capacidad a pH neutro. Ademas, la
presente invencidn proporciona métedos para disociar dentro de una célula un antigenc de una molécula de union al
antigeno unida de forma extracelular al sustituir al menos un aminoacido en {a molécula de unidén al antigeno con
histidina. Ademas, la presente invencion proporciona métodos para disociar dentro de una célula un antigeno de una
molécula de unién al antigeno unida de forma extracelular al sustituir, eliminar, agregar y/o insertar amincacidos en la
region constante del anticuerpo de la meolécula de unién al antigenc.

La presente invencién también proporciona métodos para liberar una molécula de unién al antigeno, que se ha unido
a un antigeno e internalizado en una célula, de forma libre de antigeno al exterior de la célula. Mas especificaments,
la presente invencién proporciona métodos para liberar una molécula de union al antigeno, que se ha unido a un
antigeno y se ha internalizado en una célula, de forma libre de antigeno al exterior de la célula, al afectar la capacidad
de union al antigenc a pH acido en comparacién con la capacidad a pH neutro. Ademas, la presente invencion
proporciona métodos para liberar una molécula de unidn al antigeno, que se ha unido a un antigeno e internalizado
en una célula, de forma libre de antigeno al exterior de la célula, al sustituir al menos un aminoécido en ta molécula
de unidn al antigeno con histidina. Ademas, la presente invencidon proporciona métodes para liberar una molécula de
unién al antigeno, que se ha unido a un antigeno y se ha internalizado en una célula, de forma libre de antigeno al
exterior de la célula al sustituir, eliminar, agregar y/o insertar aminoacidos en la regién constante del anticuerpo de la
molécula de unién al antigeno.

La presente invencion también proporciona métodos para aumentar la capacidad de una molécula de unién al antigeno
para eliminar los antigenos en plasma. Mas especificamente, la presente invencién proporciona métodos para
aumentar |a capacidad de una molécula de unién al antigeno de eliminar antigenos en plasma al afectar la capacidad
de unién al antigenc a pH acido en comparacién con {a capacidad a pH neutro. Ademas, la presente invencién
proporciona métodos para aumentar la capacidad de una molécula de unién al antigeno de eliminar antigenos en
plasma al sustituir al menos un aminoacido en las moléculas de unién al antigeno con histidina. Ademas, la presente
invencién proporciona métodos para aumentar ia capacidad de una molécula de unidn al antigenc de eliminar
antigenos en plasma al sustituir, eliminar, agregar y/o insertar aminoacidos en la region constante del anticuerpo de
la molécula de unién al antigeno.

La presente invencion también proporciona métodos para mejorar la farmacocinética de las moléculas de unién al
antigeno. Mas especificamente, la presente invencién proporciona métodos para mejorar la farmacocinética de las
moléculas de union al antigeno (prolongando la retencion en plasma) al afectar la capacidad de unién al antigeno a
pH acido en comparacion con la capacidad a pH neutro. Ademas, la presente invencion proporciona métodos para
mejorar la farmacocinética de las moléculas de unién al antigeno al sustituir al menos un aminoacido en las moléculas
de unién al antigeno con histidina. Ademas, la presente invencién proporciona métodos para mejorar la
farmacocinética de las moléculas de unién al antigenc al sustituir, eliminar, agregar y/o insertar aminoacidos en la
region constante del anticuerpo de las moléculas de union al antigeno.

Ademas, la presente invencién proporciona métodos para aumentar la capacidad de las moléculas de unién al
antigenc de eliminar antigenos en plasma. Mas especificamente, la presente invencién proporciona métodos para
aumentar la capacidad de las moléculas de union al antigeno de eliminar antigenos en plasma al afectar la capacidad
de unién al antigeno de las moléculas de unidn al antigeno a pH &cido en comparacion con la capacidad a pH neutro.
Ademas, la presente invencién proporciona métodos para aumentar la capacidad de las moléculas de unién al
antigeno de eliminar antigenos en plasma al sustituir al menos un amineacido en las moléculas de unién al antigeno
con histidina. Ademas, la presente invencién proporciona métodos para aumentar la capacidad de las moléculas de
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unién al antigeno de eliminar antigenos en plasma al sustituir, eliminar, agregar y/o insertar amincéacidos en la region
constante dei anticuerpo de las molécuias de unién al antigeno.

En ia presente memoria, "mejora de la farmacocinética”, "mejoria de la farmacocinética”, "farmacocinética superior”

son indistintos de "mejora de la retencién en plasma (sangre)", "mejoria de la retencién en plasma {sangre)", "retencién
superior en plasma (sangre)", respectivamente, y estas expresiones son sindnimas.

En la presente, afectar la actividad de union al antigenc a pH acido en comparacién con la actividad a pH neutro
significa que la capacidad de union al antigeno de una molécula de unién al antigeno a pH 4,0 a pH 6,5 se ve afectada
en comparacion con la capacidad a pH 6,7 a pH 10,0, preferiblemente que la actividad de unién al antigeno de una
molécula de unién al antigeno a pH 5,5 a pH 6,5 se ve afectada en comparacién con la actividad apH 7,0 apH 8,0, v
mas preferiblemente que la actividad de unién al antigeno de una molécula de unién al antigeno a pH 5,8 se ve
afectada en comparacion con la actividad a pH 7,4. Por consiguiente, en la presente invencion, pH &cido es tipicamente
pH 4,0 a pH 6,5, preferiblemente pH 5,5 a pH 6,5, y més preferiblemente pH 5,8. De manera alternativa, en la presente
invencion, pH neutro es tipicamente pH 6,7 a pH 10,0, preferiblemente pH 7,0 a pH 8,0, y més preferiblemente pH 7 4.

En la presente memoria, la expresién "afectar la capacidad de unién al antigeno de una molécula de unién al antigeno
a pH acido en comparacion con la capacidad a pH neutro” es indistinta de la expresién "aumentar la capacidad de
unién al antigeno de una molécula de unién al antigeno a pH neutro en comparacién con la capacidad a pH acido".
En otros términos, en la presente invencion, se deberia aumentar la diferencia en la capacidad de unién al antigeno de
una molécula de unidén al antigeno entre pH acido y neutro. Por ejemplo, se deberfa aumentar el valor de
KB{pH5,8YKD{(pH7,4) como se describe mas adelante. Se puede aumentar la diferencia en la capacidad de union al
antigeno de una molécula de unién al antigeno entre pHs acido y neutro, por ejemplo, mediante cualguiera de ellos o
ambos, al afectar la capacidad de unién al antigenc a pH acido y aumentar la capacidad de union al antigeno a pH neutro.

Las condiciones distintas del pH para determinar la actividad de unién al antigeno las pueden seleccionar de forma
apropiada los expertos en la técnica y las condiciones no se encuentran limitadas de forma particular. Se puede
determinar la actividad de unién al antigenc, por ejemplo, en condiciones de tampdn MES y 37 °C como se describe
en los Ejemplos de la presente. Ademas, se puede determinar la actividad de union al antigeno de una molécula de
unién al antigeno mediante los métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, utilizande Biacore (GE
Healthcare) o similares, como se describe en los Ejemplos de la presente.Cuando el antigeno es un antigeno soluble,
se puede evaluar la actividad de unién al antigeno scluble mediante la inyeccién del antigeno como un analito en un
chip inmovilizado con la molécula de unién al antigeno. De manera aliernativa, cuando el antigeno es un antigeno
membrana, se puede evaluar la actividad de unién al antigeno membrana mediante la inyeccidn de la molécula de
unién al antigeno como un analito en un chip inmovilizado con el antigeno.

La diferencia en la actividad de unién al antigeno entre pHs acido y neutro no se encuentra limitada de forma particular
siempre que la actividad de union al antigenc a pH &cido sea inferior que la actividad a pH neutro. Sin embargo, el
valor de KD(pH5,8YKD{pH7.4}, que es una relacién de constante de disociacién (KD) contra un antigencapH 5,8y la
relacion a pH 7,4, es preferiblemente 2 o superior, mas prefariblemente 10 o superior, y aun mas preferiblemente 40
o superior. El limite superior del valor de KD(pH5,8)/KD(pH7,4) no se encuentra limitado de forma particular, y puede
ser cualquier valor, por ejemplo, 400, 1.000 o 10.000, siempre que la molécula pueda producirse mediante las
tecnologias de los expertos en la téenica. Cuando el antigeno es un antigeno soluble, la actividad de unién al antigeno
se pueds presentar en términos de la constante de disociacion (KD}. De manera alternativa, cuando el antigeno es un
antigenoc membrana, la actividad de unién al antigeno se puede presentar en términos de la constante aparente de
disociacion. La constante de disociacién (KD} y la constante aparente de disociacion (KD aparente) se pueden
determinar mediante los métodos conocidos por los expertos en fa técnica, por ejemplo, utilizando Biacore (GE
healthcare), grafica Scatchard, o FACS.

De manera alternativa, es posible utilizar, por ejemplo, la ky, una constante de velocidad de disociacién, como indicador
de la diferencia en la actividad de unién al antigenc entre pH acide v neutro.Cuando se utiliza la constante de velocidad
de disociacién (k) como indicador de la diferencia en la actividad de unién en lugar de la constante de disociacion
(KD), el valor de ka(pH5,8)/ka({pH7,4), que es una relacién de la constante de velocidad de disociacién (ka} contra un
antigenc a pH 5,8 y la relacién a pH 7,4, es preferiblemente 2 o superior, mas preferiblemente 5 ¢ superior, incluso
mas preferiblemente 10 o superior, y alln mas preferiblemente 30 o superior. El iimite superior de ka(pH5,8)/ke(pH7,4)
no se limita de forma particular, y puede ser cualquier valor, por gjemplo, 50, 100 o 200, siempre que la molécula
pueda producirse mediante las tecnologias comunes para los expertos en la técnica.

Cuando el antigeno es un antigenc soluble, la actividad de union al antigeno se puede presentar en términos de la
constante de velocidad de disociacion (kq). De manera alternativa, cuando el antigeno es un antigeno membrana, la
actividad de unién al antigeno se puede presentar en términos de la constante aparente de velocidad de disociacion.
La constante de velocidad de disociacién (ke) y la constante aparente de velocidad de disoclacién (ke aparente) se
pueden determinar mediante los métodos conocidos por los expertos en la téenica, por ejemplo, utilizando Biacore
(GE healthcare) o FACS.

En la presente invencién, cuando se determina la actividad de unién al antigeno de una molécula de unién al antigeno
a distintos pH, se prefiere que las condiciones de medicion, salvo el pH, sean constantes.
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Los métodos para afectar la actividad de unién al antigeno de una molécula de unién al antigeno a pH 5,8 en
comparacién con la actividad a pH 7,4 (métodos para otorgar la capacidad de unién dependiente del pH) no se
encuentran limitados de forma particular y puede ser cuaiquier método. Métodos de este tipo incluyen, por ejemplo,
métodos para afectar la actividad de unién al antigeno a pH 5,8 en comparacién con la actividad a pH 7,4 al sustituir
los aminocécidos en la molécula de unidén al antigeno con histidina ¢ insertar histidina en la molécula de unién al
antigenc. Ya se sabe que a un anticuerpc se le puede proporcicnar actividad de unién al antigeno dependiente del pH
mediante la sustitucion de los aminoacidos en el anticuerpo con histidina (FEBS Letter, 309(1), 8588 {1992)). Sitics de
mutacién (sustitucién) o insercion de histidina de este tipo no se encuentran limitados de forma particular, y cualquier
sitic es aceptable siempre que la actividad de unién al antigeno a pH 5,8 sea inferior que ia actividad a pH 7,4 (el valor
de KD(pH5,8)/KD(pH7,4) aumenta) en comparacion con el momento anierior a la mutacion o insercién. Cuando la
molécula de unién al antigeno es un anticuerpo, sitios de este tipo incluyen, por ejemplo, sitios dentro de una region
variable del anticuerpo. Los expertos en la técnica pueden determinar de manera apropiada la cantidad apropiada de
sitios de mutacién o insercién de histidina. Se puede sustituir o insertar histidina en un Gnico sitio, o en dos o mas
sitics. También es posible introduclr una mutacién distinta de histidina {mutacién con aminoacidos distintos de
histidina) al mismo tiempo. Ademas, la mutacién de histidina se puede infroducir de manera simultdnea con insercién
de histidina. Es posible sustituir o insertar histidina de forma aleatoria con un método tal como barrido de histidina, que
usa histidina en lugar de alanina en barrido de alanina conocido por los expertos en la téenica. De manera alternativa,
las moléculas de unién al antigeno, cuya KD(pH5,8YKD(pH7.4) aumenta en comparacién con el momento anterior a
la mutacion se pueden seleccionar de una genoteca de moléculas de unidn al antigenc con mutacion o insercién de
histidina aleatoria.

Cuando se sustituyen los aminoacidos de una molécula de unién al antigeno con histidina o se inserta histidina entre
los amincacidos de la molécula, se prefiere, si bien no se requiere, que la actividad de unidn al antigeno de la molécula
de unidn al antigenc a pH 7,4 después de la sustitucion ¢ insercidén de histidina sea comparable a la actividad a pH
7.4 antes de la sustitucidn o insercidén de histidina. La "actividad de union al antigeno de ia molécula de union al
antigenc a pH 7,4 después de la sustitucion o insercion de histidina es comparable a la actividad a pH 7,4 antes de la
sustitucion o insercion de histidina" significa que incluso después de la sustitucién o insercién de histidina, la molécula
de unién al antigeno retiene el 10 % o mas, preferiblemente el 50 % o mas, mas preferiblemente el 80 % o més, y ain
mas preferiblemente el 90 % o mas de la actividad de unidn al antigenc del momento anterior a la sustitucién o
insercién de histidina. Cuando la actividad de unién al antigeno de la molécula de unidn al antigeno se ha afectado
debido a la sustitucién o insercién de histidina, se puede ajustar la actividad de union al antigeno mediante la
introduccion de sustitucion, delecidon, adicion y/o insercidn de unc o méas aminodcidos en la molécula de union al
antigeno de manera que la actividad de unién al antigeno se vuelva comparable a la aclividad antes de la sustitucion
o insercién de histidina. La presente invencidn también incluye moléculas de unidn al antigeno de este tipo con una
actividad de unién comparable como resultado de la sustitucidn, delecion, adicién y/o insercién de uno o mas
aminoacidos después de la sustitucién o insercién de histidina.

Métodos alternativos para afectar la actividad de union al antigeno de una molécula de unién al antigeno apH 58 en
comparacién con la actividad a pH 7,4 incluyen métodos para sustituir los aminoacidos en una molécula de unién al
antigeno con aminodcidos no naturales. Se sabe que la pKa se puede controlar de manera artificial usando
aminoacidos no naturales (Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44,34; Chem Soc Rev. 10 de septiembre de 2004;33(7):422-
30; Amino Acids. 1999;18(3-4):345-79). Por lo tanto, en la presente descripcion, se pueden usar aminoacidos no
naturales en lugar de la histidina que se describi¢ anteriormente. Una sustifucién y/o insercidn de aminoacidos no
naturales de este tipo se puede introducir de manera simultanea con la sustitucién y/o insercién de histidina que se
describié anteriormente. Se puede utilizar cualquier aminoacido no natural en la presente invencién. Es posible utilizar
aminoacidos no naturales conocidos por los expertos en la técnica.

Ademas, cuando la molécula de unidn al antigeno sea una sustancia con una region constante del anticuerpo, métodos
alternativos para afectar la actividad de union al antigeno de la molécula de union al antigeno a pH 5,8 en comparacion
con la actividad a pH 7,4 incluyen métodos para modificar la regién constante del anticuerpo contenida en la molécula
de unién al antigeno. Métodos de este tipe para modificar la regién constante del anticuerpo incluyen, por ejemplo,
métodos para sustituir una regién constante descrita en los Ejemplos de la presente.

Métodos alternativos para modificar la region constante del anticuerpo incluyen, por ejemplo, métodos para evaluar
diverscs isctipos de region constante {IgG1, IgG2, 1gG3 e IgG4) y seleccionar un isotipc que afecta la actividad de
union al antigeno a pH 5,8 (aumenta la velocidad de disociacion a pH 5,8). De manera alternativa, los métodos incluyen
los métodos para afectar la actividad de unién al antigeno a pH £,8 (aumentando la velocidad de disociacién a pH 5,8)
al sustituir aminodcidos en la secuencia de aminoacidos de un isotipo de tipo silvestre (la secuencia de aminoacidos
de lgGt, 1gG2, IgG3 o 1gG4 de tipo silvestre). La secuencia de la region bisagra de una regién constante del anticuerpo
es considerablemente distinta entre los isotipos (IgG1, IgG2, 1gG3 e igG4), y la diferencia en la secuencia de
aminoacidos de la regidn bisagra tiene un gran impacto en la actividad de unidn al antigeno. Por lo tanio, es posible
seleccionar un isotipo apropiado para afectar la actividad de unién al antigeno a pH 5,8 (para aumentar la velocidad
de discciacién a pH 5,8) al tener en cuenta el tipo de antigenc o epitopo. Ademas, dado que la diferencia en la
secuencia de aminoacidos de la regidn bisagra tiene una influencia significativa en la actividad de unién al antigeno,
se considera que los sitios de sustituciéon de aminoacidos preferidos en la secuencia de aminoacidos de un isotipo de
tipo silvestre se encuentran dentro de la region bisagra.
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Cuando la actividad de unién al antigeno de la sustancia de unién al antigeno a pH 5,8 se debilita en comparacion ¢on
la actividad a pH 7,4 (cuando aumenta el valor de KD{pH5,8/KD{pH7,4)) mediante los métodos descritos
anteriormente y similares, generalmente se prefiere que el valor de KD(pH5,8)/KD(pH7.4} sea el doble ¢ mas, mas
preferiblements cinco veces o mas, y atin mas preferiblemente diez veces o méas en comparacién con el del anticuerpo
original, si hien la invencién no se limita de manera particular a esto.

En la presente, la "mejora de la farmacocinética” significa la prolongacion del tiempo requerido para la eliminacién de
la molécula de unién al antigeno del plasma {por ejemplo, alcanzar el estado en gue la molécula de unién al antigeno
no puede regresar al plasma debido a la degradacion en las células, u otras razones) después de la administracion a
un animal tal como ser humano, ratdén, rata, mono, conejo o perro, asi come la prolongacion del tiempo de retencion
en plasma de la molécula de unidn al antigeno en una forma capaz de unirse a antigenos (por ejemplo, en forma libre
de antigeno) durante el periodo hasta que se elimina del plasma después de la administracion. Inciuso siuna molécula
de unién al antigeno se hace circular en plasma, no puede unirse a un antigenc cuando ya se une a otro antigeno.
Por consiguiente, se prolonga el periodo en el que la molécula de unidn al antigeno se puede unir a otro antigeno
(aumenta la posibilidad de unirse a ofro antigeno) al prolongar el periodo en el gue la molécula de unidn al antigeno
se encuentra en una forma libre de antigeno. Esto hace posible acortar el periodo en el que el antigeno se encuentra
libre de moléculas de unién al antigeno in vivo (dicho de otro modo, para prolongar el periodo en el que el antigeno se
une con una molécula de unién al antigeno). Por sjemplo, la relacién de antigenos unideos a moléculas de unién al
antigenc contra los antigenos en el cuerpo en plasma {total de moléculas de antigeno unidas a y libres de las moléculas
de unién al antigeno) generaimente disminuye en un periodo de tiempo determinado después de la administracion de
las moléculas de unién al antigeno. Sin embargo, dicha disminucién se puede suprimir (por ejemplo, el grado de
disminucién puede ser menor) al prolongar el tiempo de retencion de las moléculas de unién al antigeno de forma
capaz de unirse a los antigenos. Esto resulta en un aumento de la relacién de antigenos unidos a las moléculas de
unién al antigeno contra los antigenos en el cuerpo en un determinado pericdo de tiempo después de la administracion
del anticuerpo.

De manera especifica, en la presente invencién, la "mejora de la farmacocinética” no necesariamente significa la
prolongacién {extensién) del tiempo requerido para la eliminacion de la molécula de unidn al antigeno después de la
administracion. Incluso si el tiempo requerido para la eliminacion de la molécuia de union al antigeno después de la
administracion permanece inalterado, se puede decir que la farmacocinética "mejora” en la presente invencién si

se prolonga el tiempo de retencion en plasma de la molécula de unidn al antigeno en forma que pueda unirse a un
antigenc (por ejemplo, la meolécula de unidn al antigeno en forma libre de antigeno);

se acorta el periodo en el que el antigeno se encuentra libre de una molécula de unién al antigenc en el cuerpo (dicho
de otro modo, se prolonga el periodo en el que la molécula de unidn al antigeno se une a un antigeno); y

aumenta ia relacion de antigenos unidos a moléculas de unidn al antigeno contra los antigenos en el cuerpo. Por lo
tanto, en la presente invencién, la "mejora de la farmacocinética” comprende al menos:

(1) Ia prolongacion del tiempo requerido para la eliminacion de la molécula de unidn al antigeno del plasma
después de la administracién de la molécula de unidn al antigeno;

{2) la prolongacion del tiempo de retencién en plasma de la molécula de unidon al antigeno en una forma que
pueda unirse a un antigeno después de la administracién de la molécula de unién al antigeno;

{3) el acortamiento del periodo en el que el antigeno se encuentra libre de una molécula de union al antigeno en
el cuerpo después de la administracién de la molécula de union al antigeno (la prolongacion del periodo en el
gue la molécula de unién al antigeno se une a un antigeno en el cuerpo); vy

{4) el aumento de la relacidon de antigenos unidos a moléculas de unidn al antigeno al antigeno en el cuerpo.

Cuando el antigenc es un antigeno scluble presente en el plasma, incluso si la farmacocinética de la molécula de
unién al antigeno (velocidad de eliminacion del plasma) es eqguivalente, hay casos en los que se acelera la eliminaciéon
del antigeno unido a la molécula de unidn al antigeno. La reduccién de la farmacocinética del antigeno (la aceleracion
de la eliminacién del plasma) resulta en la mejora relativa de la farmacocinética de fa molécula de unién al antigeno v,
por lo tanto, conduce a la prolongacion del tiempo de la molécula de unidn al antigeno presente en el plasma en una
forma capaz de unirse a los antigenos. Por lo tanto, en una realizacion, la "mejora de la farmacocinética" de las
moléculas de unién al antigeno de la presente invencidon incluye el aumento de la velocidad de eliminacion de
antigenos solubles del plasma después de la administracion de las moléculas de unién al antigeno (la capacidad de
la molécula de union al antigeno de eliminar los antigenos del plasma).

En la presente invencion, cuando el antigeno es un antigeno membrana, si una Unica molécula de unién al antigeno
se une a varios antigencs se puede evaluar mediante el analisis si mejora la farmacocinética de la molécula de unidn
al antigeno. Se puede evaluar si la "farmacocinética mejora" mediante el siguiente método. Por ejemplo, si se prolonga
el tiempo requerido para la eliminacién de una molécula de unién al antigeno después de la administracién se puede
evaluar al determinar cualquiera de los pardmetros para la molécula de unién al antigeno, como la semivida en plasma,
el tiempo de retencidn en plasma promedio v la depuracion en plasma (“Pharmacokinetics: Enshu-nivoru Rikai
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(Understanding through practice}” Nanzando). Por ejemplo, cuando se prolonga la semivida en plasma o el tiempo de
retencion en plasma promedio de una molécula de unién al antigeno administrada a ratones, ratas, monos, conejos,
perros, seres humanos u otros animales, se considera que la farmacocinética de la molécula de unién al antigeno
mejora.Estos parametros se pueden determinar mediante los métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por
ejemplo, los parametros se pueden evaluar de manera apropiada mediante andlisis no compartimental usando
software de andlisis farmacocinético WinNonlin (Pharsight) de acuerdo con el manual de instrucciones adjunto.

De manera alternativa, si se prolonga el tiempo de retencién en plasma de una molécula de unién al antigeno en una
forma capaz de unirse a los antigenos después de la administracién de la molécula de unién al antigeno se puede
evaluar al medir la concentracion en plasma de la molécula de unién al antigeno libre de antigenc y determinar
cualquiera de los parametros para la molécula de unién al antigeno libre de antigeno, tal como semivida en plasma,
tiempo de retencién en plasma promedio v depuracién en plasma. La concentracion de la molécuia de unién al
antigeno libre de antigeno en plasma se puede medir mediante los métodos conocidos por los expertos en la técnica.
Por ejemplo, mediciones de este tipo se describen en Clin Pharmacol. Abril de 2008;48(4):406-17.

Ademas, si se acorta el pericdo en &l gue un antigeno se encuenira libre de las moléculas de unién al antigeno en &l
cuerpo después de la administracién de las moléculas de unién al antigeno (se prolonga el periodo en el que la
molécula de unién al antigeno se une a un antigeno en ef cuerpo) se puede evaluar al determinar la concentracién en
plasma del antigenc no unido gue se encuentra libre de las moléculas de unidn al antigeno, vy se puede considerar el
periodo en el que la concentracion de antigeno libre en plasma o la relacién de cantidad de antigeno libre contra el
antigeno total permanece baja. La concentracion en plasma del antigeno libre o la relacién de cantidad de antigeno
libre contra el antigeno total se puede determinar mediante los métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por
ejemplo, mediciones de este tipo se describen en Pharm Res. Enero de 2006;23(1):85-103. De manera alternativa, cuando
el antigenc ejerce alguna funcién in vivo, se puede evaluar si el antigenc se une con una molécula de unién al antigeno
gue neutraliza la funcion del antigeno (molécula antagonista) al analizar si se neutraliza la funcién del antigeno. Se puede
evaluar si se neutraliza la funcién del antigeno mediante el andlisis de un marcador in vivo que refleja la funcion del
antigenc. Se puede evaluar si el antigenc se une con una molécula de union al antigenc que activa la funcién del antigeno
(molecula agonista) mediante el analisis de un marcador in vivo gue refleja la funcion del antigenc.

No existe una limitacion particular de la determinacién de la concentracion en plasma de antigeno libre y la relacion
de cantidad de antigeno libre contra el antigeno total, y el ensayo marcador in vivo, pero la determinacién se realiza
preferiblemente después de un determinado periodo tras la administracidn de una sustancia de unién al antigeno. En
la presente invencion, dicho periodo tras la administracion de una sustancia de unidn al antigeno no se encuentra
limitado de manera particular, y los expertos en la técnica pueden determinar un pericdo apropiado dependiendo de
las propiedades de la sustancia de unién al antigeno administrada, y similares. Ejemplos del periodo son: un dia
después de la administracién de una sustancia de unidn al antigeno; tres dias después de la administracién de una
sustancia de unién al antigeno, siete dias después de la administracién de una sustancia de unién al antigeno, 14 dias
después de la administracién de una sustancia de unién al antigeno y 28 dias después de la administracién de una
sustancia de unidn al antigeno.

En la presente invencion, se prefiere mejorar la farmacocinética en seres humanos. Incluso cuando es dificll determinar
la retencion en plasma en seres humanos, se puede predecir en funcién de la retencién en plasma en ratones {por
ejemplo, ratones normales, ratones transgénicos que expresan antigenc humano y ratones transgénicos que expresan
FcRn humano) o monos (por ejemplo, monos cynomolgus).

Metodos para determinar la retencion en plasma no se encuentran limitados de manera particular. La determinacion
se puede lievar a cabo, por ejemplo, de acuerdo con los métodos qgue se describen en los Ejemplos de la presente.

Se pueds evaluar si una molécula de unidén al antigeno es capaz de unirse a antigenos multiples veces al analizar si
el antigeno unido a una molécula de unién al antigenc en las mismas condiciones neutras a las que el plasma se
disocia en condiciones acidas iguales al endosoma y a cuantos antigenos se puede unir la molécula de union al
antigenc en ias condiciones neutras. De manera especifica, 1a evaluacidon se puede realizar permitiendo que la
molécula de unién al antigenc y el antigenc formen un complejo en condiclones neutras, exponiendo el complejo a
condiciones acidas durante un periodo predeterminado, y luego analizando si la molécula de unidn al antigeno puede
volver a unirse a un antigenc en condiciones neutras, usando un dispositivo para analizar las reacciones entre la
molécula de unién al antigeno y el antigeno, tal como Biacore. Cuando la capacidad de unién al antigeno de la
molécula de unién al antigeno que presenta la capacidad de union dependiente del pH ha aumentado al doble de la
capacidad de la molécula de unién al antigeno antes de la modificacion, se puede considerar que fa cantidad de veces
de union de la molécula de unidn al antigenoc gue presenta {a capacidad de unidn dependiente del pH ha aumentado
al doble de la capacidad de la molécula de unidn al antigeno antes de la modificacidén. De manera alternativa, cuando
el antigeno es un antigeno membrana y, por lo tanto, se elimina la molécula de unién al antigeno del plasma mediante
absorcién mediada por antigeno y degradacion en un lisosoma, se puede evaluar si la cantidad de veces de union de
la molécula de unién al antigeno que presenta capacidad de unién dependiente del pH aumenta en comparacién con
la capacidad antes de la modificacion al comparar la farmacocinética o duracion de unién al antigeno entre la molécula
de unién al antigeno que presenta capacidad de unién dependiente del pH vy la molécula de union al antigeno antes
de la modificacién. Por ejemplo, cuando la duracion de unién al antigeno de la molécula de unién al antigeno que
presenta la capacidad de unién dependiente del pH se prolonga al doble de la duracion de la molécula de unién al
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antigenc antes de la modificacion, se considera que la cantidad de veces de unién de la molécula de unién al antigeno
gue presenta la capacidad de unién dependiente del pH ha aumentado al doble de la capacidad de la molécula de
unién al antigeno antes de la modificacién. De manera alternativa, cuando se determina la concentracidén en plasma
de un antigeno no unido, que se encuentra libre de la molécula de unién al antigeno, y el pericdo en el que la
concentracion en plasma del antigeno libre o la relacién de cantidad del antigeno libre contra el antigenc total
permanece baja se prolonga al doble, se considera que la cantidad de veces de unién de la molécula de unién al
antigenc que presenta la capacidad de union dependiente del pH ha aumentado al doble de la capacidad de la
molécula de unién al antigeno antes de la modificacion.

Cuando el antigeno es un antigenc soluble, si el antigeno unido a una molécula de unién al antigenc en condiciones
neutras en plasma se disocia en un endosoma, y ia molécula de unidn al antigeno regresa al plasma, la moiécula de
unién al antigeno se puede unir nuevamente a un antigeno en condiciones neutras en plasma. Por lo tanto, una
molécula de unién al antigeno que tiene las caracteristicas para disociarse con un antigeno en condiciones acidas de
un endosoma es capaz de unirse a los antigenos mdltiples veces. En comparacion con el momento en el que &l
antigenc unido a una molécula de unién al antigenc no se disocia en un endosoma (el antigenc permanece unido a la
molécula de unién al antigeno cuando regresa al plasma), cuando el antigeno unido a una molécula de unién al
antigeno se disocia en endosomas, el antigeno se suministra a un lisosoma y luego se degrada y, por lo tanto, aumenta
la velocidad de eliminacién del antigeno del plasma. Es decir, también es posible determinar si la molécula de unidn
al antigeno es capaz de unirse a los antigenos miltiples veces usando la velocidad de eliminacion del antigeno del
plasma como indice. Se puede determinar la velocidad de eliminacion del antigeno del plasma, por ejemplo, mediante
la administracion de los antigenos (p. gj., antigeno membrana) y las moléculas de unién al antigeno /n vivo, y luego la
medicién de la concentracién de antigenos en plasma. Cuando se produce o secreta un antigeno {(p. €], antigeno
membrana) in vivo, se reduce la concentracion de antigeno en plasma si aumenta la velocidad de eliminacion del
antigenoc del plasma. Por lo tanto, también es posible determinar sila molécula de unién al antigeno es capaz de unirse
a los antigenos multiples veces usando la concentracion del antigeno en plasma como indice.

En la presente memoria, "aumentar la cantidad de veces de unién al antigeno de la molécula de unién al antigeno”
significa gue la cantidad de ciclos aumenta al considerar como un ¢iclo el proceso en el gque una molécula de union al
antigenc administrada a un ser humano, ratén, mono o similar se une a un antigeno y se internaliza en una célula. De
manera especifica, en la presente memoria, "la molécula de unidn al antigeno se une dos veces a un antigeno” significa
gue la molécula de unién al antigeno unida con un antigeno se internaliza en una célula y se libera en forma libre de
antigeno al exterior de la célula, y la molécula de unién al antigeno licerada se vuelve a unir a otro antigenc y se
infernaliza en una célula nuevamente.

Cuando la molécula de unién al antigeno se internaliza en una célula, la misma se puede encontrar en una forma
unida con un Unico antigeno, o dos o mas antigenos.

En la presente memoria, "la cantidad de veces de union al antigeno de una moiécuia de unién al antigenc aumenta”
no significa necesariamente que la cantidad de veces de uni6n al antigeno aumenta en cada una de las moléculas de
unién al antigeno. Por ejemplo, entre las moléculas de unién al antigeno en una composicién de moléculas de unién
al antigeno, la proporcién de moléculas de unién al antigeno que se unen a los antigenos dos veces 0 mas puede
aumentar, o puede aumentar la cantidad promedio de eventos de unién de las moléculas de unidn al antigeno en una
composicidn de moléculas de union al antigeno.

En la presente invencién, se prefiere que la cantidad de veces de unién al antigeno de una molécula de union al
antigeno aumente cuando la molécula se adminisira a un ser humano. Sin embargo, cuando es dificll determinar la
cantidad de veces de unidn al antigeno en seres humanos, se puede predecir la cantidad en seres humanos en funcion
de los resultados obtenidos mediante ensayo o medicion in vitro usando ratones (por gjemplo, ratones transgénicos que
expresan antigeno y ratones transgénicos que expresan FcRn humano} o monos (por ejemplo, monos cynomolgus).

En la presente invencidn, se prefiere gue una molécula de unidn al antigeno se una a los antigenos dos veces o mas.
Por ejemplo, se prefiere que, de las moléculas de unidn al antigeno en una composicién de moléculas de unién al
antigeno, al menos el 10 % o maés, preferiblemente el 30 % o mas, mas preferiblemente el 50 % o mas, y aln mas
preferiblemente el 80 % o mas (por sjemplo, 90 % o0 mas, 95 % o mas, etc.) se una a los antigenos dos veces 0 mas.

En la presente memoria, "aumentar la cantidad de antigenocs que se pueden unir con una molécula de unién al
antigeno" significa aumentar la cantidad de antigencs que se pueden unir con una molécula de unién al antigeno
durante el periocdo hasta que se degrada la molécula de unidn al antigeno en un liscsoma de una célula después de
la administracion de la molécula de unidn al antigeno a un animal tal como un ser humang, ratén ¢ mono.

En general, anticuerpos tales como IgG tienen dos dominios de unidn vy, por lo tanto, un dnico anticuerpo se une a un
maximo de dos antigenos. Un anticuerpo unido a uno o mas antigenos se internaliza en una célula, y el anticuerpo y
el 0 los antigenos se degradan en un lisosoma. En general, anticuerpos tales como IgG pueden unirse a un maximo
de dos antigenos. Cuando la actividad de union al antigenc de una molécula de unidén al antigenc tal como un
anticuerpo a pH endosomico se ve afectada en comparacion con la actividad a pH del plasma mediante los métodos
de la presente invencion, la molécula de unién al antigeno tal como un anticuerpo internalizado en una célula disocia
el antigenc y se libera al exterior de la célula y, por lo tanto, puede unirse a otro antigeno nuavamente. Dicho de otro
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modo, los meétodos de la presente invencion permiten gue una molécula de unidon al antigeno se una a méas antigencs
que la cantidad de sus sitios de unién al antigeno. De manera especifica, al usar los métodos de la presente invencion,
por ejemplo, IgG con dos sitios de unién al antigeno puede unirse a tres 0 mas antigenos, preferiblemente cuatro o
mas antigenos, durante un periodo hasta que el anticuerpo se degrada después de la administracion. Por ejemplo,
cuando el anticuerpo es un anticuerpo de neutralizaciéon, "aumentar la cantidad de antigenos que se pueden unir con
una molécula de unién al antigeno” es indistinto de "aumentar la cantidad de antigencs que puede neuiralizar la
molécula de union al antigeno”. Por lo tanto, "unir” se puede reemplazar por "neutralizar” cuando el anticuerpo es un
anticuerpo de neutralizacion.

En la presente invencidon “aumentar la cantidad de antigenos que se pueden unir con una molécula de unién al
antigeno” no significa necesariamente aumentar la cantidad de antigenos gue se pueden unir con cada molécula de union
al antigeno. Por ejemplo, la cantidad promedio de antigenos que se pueden unir con una molécula de unién al antigeno
en una composicién de moléculas de unidn al antigeno puede aumentar, o la proporcién de moléculas de unién al
antigeno que se pueden unir a méas antigenocs que la cantidad de sus sitics de unién al antigeno puede aumentar.

En la presente invencién, se prefiere que la cantidad de antigenos que se pueden unir a2 una molécula de unién al
antigeno aumente cuando la molécula se administra a un ser humano. Sin embargo, cuando es dificil determinar la
cantidad en seres humanos, se pueds predecir en funcién de los resultados chtenidos mediante ensayo o medicion in
vitro usando ratones {por ejemplo, ratones transgénicos que expresan antigeno y ratones transgénicos que expresan
FecRn humane) o monos (por ejemplo, monos cynomolgus). Cuando el anticuerpo es un anticuerpo de neutralizacion,
generalmente se supone gue la cantidad de veces de unién al antigenc que se describio anteriormente de la molécula
de union al antigeno se correlaciona con la cantidad de antigenos que se pueden neutralizar con una molécula de
unién al antigeno. Por lo tanto, la cantidad de antigenos que se pueden neutralizar con una molécula de unién al
antigenc se puede determinar mediante los mismos métodos que se describiercn anteriormente para determinar la
cantidad de veces de unién de una molécula de unién al antigeno.

Ademas, la presente invencién proporciona métodos para unir una molécula de unién al antigeno a los antigenos dos
veces 0 mas en el cuerpo, mediante la administracién de una molécula de union al antigeno cuya actividad de union
al antigeno a pH acido es inferior que la actividad a pH neutro.

La presente invencidon también se refiere a métodos para neutralizar una mayor cantidad de antigenos gue |a cantidad
de sitios de unioén al antigeno de una molécula de unién al antigeno con la actividad de neutralizacion mediante la
administracién de la molécula de unién al antigeno cuya actividad de unién al antigeno a pH acido es inferior que la
actividad a pH neutro. Preferiblemente, la presente invencion se refiere a métodos para neutralizar tres 0 mas
antigenos, preferiblemente cuatro o mas antigenos mediante la administracién de IgG, cuya actividad de union al
antigeno a pH 4cido es inferior que la actividad a pH neutro.

La presente invencion también se refiere a métodos para disociar dentro de una célula un antigeno de una moiécula
de unidn al antigeno unida de manera extracelular al afectar la capacidad de union al antigenc de la molécula de unién
al antigeno a pH acido en comparacién con la capacidad a pH neutro. En la presente invencin, el antigenc se puede
disociar de la molécula de unién al antigeno en cualquier parte dentro de una célula; sin embargo, se prefiere que el
antigenc se disocie dentro de un endosoma temprano. En la presente invencién, "un antigeno se disocia dentro de
una célula de una molécula de unién al antigeno unida de manera extracelular” no significa necesariamente que cada
antigenc internalizado en una célula mediante unién a la molécula de union al antigeno se disocia de la molécula de
union al antigeno dentro de la célula. Es aceptable qgue la proporcién de antigeno que se disocia de la molécula ds
unién al antigeno dentro de una célula aumente en comparacion con el momento anterior a afectar la capacidad de
unién al antigeno de la molécula de union al antigeno a pH acido en comparacién con la capacidad a pH neutro.

Ademas, la presente invencién se refiere a métodos para potenciar la unién intracelular de una molécula de unién al
antigeno libre de un antigeno a FcRn al afectar la capacidad de unién al antigeno de fa molécula de unidn al antigeno
a pH acido en comparacién con la capacidad a pH neutro. En general, FcRn se une a una molécula de unién al
antigeno dentro de un endosoma. Sin embargo, se supone gue una molécula de unién al antigeno unida a un antigeno
membrana no se une a FcRn. Por lo tanto, en una realizacion preferida, cuando el antigeno es un antigeno unido a la
membrana, la presente invencién, incluye métodos para potenciar la disociacién endosomica de antigenos de
moléculas de unién al antigeno y, por lo tanto, potenciar la unién de FcRn de las moléculas de unién al antigeno, al
afectar la capacidad de union al antigeno de una molécula de unién al antigeno a pH endosomico (pH acido) en
comparacién con la capacidad a pH de plasma (pH neutro). Cuando el antigeno es un antigeno soluble, la molécula
de unién al antigeno se puede unir a FcRn en presencia o ausencia del antigeno. Si la discciacién del antigeno de la
molécula de unién al antigeno dentro de los endosomas se puede promover al afectar la capacidad de unién al
antigenc de la molécula de union al antigeno a pH intraendosémico (acido) en comparacion con la capacidad a pH de
plasma (neutro), se puede aumentar la unién de FcRn de la molécula de union al antigeno que se encuentra "libre de
un antigeno” mediante los métodos de la presente invencion.

independientemente de si un antigeno se encuentra unido a la membrana o es soluble, si una molécula de unién al
antigeno libre de un antigenc puede volver al plasma con FcRn, la molécula de unién al antigeno puede unirse al
antigeno nusvamente. Al repetir este proceso, la molécula de unién al antigeno se puede unir al antigeno multiples
veces. En la presente invencidn, "potenciar la unién de FcRn de una molécula de union al antigeno dentro de una
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celula” no significa necesariamente que cada molécula de unién al antigeno se una a FcRn. Es aceptable que la
proporcion de una molécula de unién al antigeno que se encuentra libre de un antigeno que se une a FcRn dentro de
una céiula aumente en comparacién con el momento anterior a afectar la capacidad de unién al antigeno de la molécula
de unién al antigeno a pH endosémico en comparacion con la capacidad a pH de plasma. Moléculas de unidn al antigeno
preferidas en los métodos de la presente invencién para potenciar la unién intracelular entre la molécula de unién al
antigeno e FcRn incluyen, por ejemplo, las moléculas de unién al antigeno gue se unen a los antigenos unidos a la
membrana (antigenos membrana) como las proteinas membrana. Otras moléculas de unién al antigeno preferidas
incluyen moléculas de union al antigeno que se unen a antigenos solubles, tales como proteinas solubles.

Los métodos para potenciar la unién de una molécula de unidn al antigeno y FcRn dentro de una célula se expresan
de manera alternativa como los métodos para promover la unién de FcRn de una molécula de unién al antigeno dentro
de una célula, por ejemplo, dentro de endosomas.

Ademas, la presente inverncién se refiere a métodos para liberar una molécula de unién al antigeno, que se ha unido
a un antigeno y se ha internalizado en una célula, de forma libre de antigeno al exterior de la célula, al afectar la
capacidad de unién al antigeno de la molécula de unién al antigenc a pH acido en comparacién con la capacidad a
pH neutro. En la presente invencion, "liherar una molécula de unidén al antigenc”, que se ha unido a un antigeno e
internalizado en una célula, en forma libre de antigeno al exterior de la célula" no significa necesariamente que cada
molécula de unién al antigeno, que se ha unido a un antigeno y se ha internalizado en una célula, se libera en forma
libre de antigeno al exterior de la célula. Es aceptable que la proporcién de moléculas de unién al antigeno que se
liberan al exterior de la célula aumente en comparacién con el momento anterior a afectar la capacidad de unién al
antigeno de la molécula de unién al antigenc a pH acido en comparacion con la capacidad a pH neutro. Se prefiere
gue la molécula de union al antigeno fiverada al exterior de una célula retenga la capacidad de unién al antigenc.
Ademas, el método para liberar una molécula de unién al antigeno, que se ha unido a un antigeno y se ha internalizado
en una célula, en una forma libre de antigeno al exterior de la céluia también se puede denominar como un método
para otorgar a la molécula de unién al antigeno una propiedad para que la molécula de union al antigeno se libere
mas faciimente al exterior de la célula en forma libre de antigeno cuando ta molécula de unién al antigeno se une a un
antigenc y se internaliza en una célula.

Ademas, |a presente invencion se refiere a métodos para aumnentar la capacidad de las moléculas de unidn al antigeno
de eliminar antigenos en plasma al afectar la capacidad de unién al antigeno de las moléculas de unién al antigeno a
pH acido en comparacion con la capacidad a pH neutro. En la presents invencién, "la capacidad de eliminar antigenos
en plasma" se refiere a la capacidad de eliminar del plasma los antigenos gue se encuentran presentes en el plasma,
cuando las moléculas de unién al antigenc se administran in vivo o se secretan in vivo. Por lo tanto, en la presente
invencién, "aumentar la capacidad de la molécula de unién al antigenc de eliminar el antigenc en plasma" significa
gue se acelera la velocidad de eliminacién de los antigenos del plasma cuando se administran las moléculas de unién
al antigeno in vivo en comparacion con la velocidad antes de disminuir la capacidad de unién al antigeno de las
moléculas de union al antigenc a pH acido en comparacion con la capacidad a pH neutro. Se puede determinar si
aumenta la capacidad de la molécula de unién al antigeno de eliminar antigenos en plasma, por ejemplo, al administrar
antigenos solubles y moléculas de unién al antigeno in vivo, y luego medir la concentracién de antigenos solubles en
plasma. Cuando se reduce la concentracién de antigenos solubles en plasma después de la administracion de
antigencs solubles y moléculas de unioén al antigeno al disminuir fa capacidad de unidn al antigeno de fa molécula de
union al antigeno a pH acido con respecto a la capacidad a pH neutro, se puede determinar que aumentia la capacidad
de la molécula de unidn al antigeno de eliminar los antigenos en plasma.

La presente invencion también se refiere a métodos para mejorar la farmacocinélica de una molécula de unién al
antigeno al sustituir al menos un aminoacideo en la molécula de unién al antigeno con histidina.

Ademas, la presente invencion proporciona métodos para aumentar la cantidad de veces de unién al antigeno de una
molécula de unidn al antigeno al sustituir al menos un aminodcido en la molécula de unién al antigeno con histidina.

Ademas, la presente invencion se refiere a métodos para aumentar la cantidad de antigenos que pueden unirse con una
molécula de unién al antigeno al sustituir al menos un aminodcido en la molécula de unidn al antigeno con histidina.

La presente invencion también proporciona métodos para disociar un antigeno deniro de una célula de una molécula
de union al antigeno unida de manera extracelular al sustituir al menos un aminoacido en la molécula de unién al
antigeno con histidina.

La presente invencién también proporciona métedos para liberar una molécula de union al antigeno, que se ha unido
a un antigeno y se ha internalizado en una célula, de forma libre de antigeno al exterior de la célula, al sustituir al
menos un aminoacido en la molécuia de unién al antigeno con histidina.

La presente invencién también proporciona métodos para aumentar la capacidad de la molécula de unién al antigeno
de eliminar antigenos en plasma al sustituir al menos un aminocacido en la molécula de unién al antigeno con histidina.

El sitio de mutacién (sustitucion, insercién, etc.} de histidina o un aminoacido no natural no se encuentra limitado de
manera particular. Se puede sustituir o insertar una histidina o un aminoacido no natural en cualquier sitio. Sitios
preferidos de sustitucion o insercion de histidina ¢ un aminoacido no natural incluyen, por ejemplo, sitios dentro de
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una regién que tiene un impacto en la capacidad de unién al antigeno de la molécula de unidn al antigeno. Por ejemplo,
cuando la molécula de unidn al antigeno es un anticuerpo, sitios de este tipo incluyen una regién variable de anticuerpo
o CDR. La cantidad de mutaciones de histidina o un aminoacido no natural no se encuentra limitada de manera
particular. Se puede sustituir o insertar histidina o un aminoacido no natural en un Unico sitio, o en dos ¢ mas sitios.
Ademas, de manera simultanea con la sustitucién o insercién de histidina o un aminoéacide no natural se puede
introducir una delecion, adicién, insercién y/o sustitucion de otros amincéacidos.

En la presente invencién, cuandc la molécula de unién al antigeno es un anticuerpo, los posibles sitios de sustitucién
de histidina o un aminoacido no natural incluyen, por ejemplo, sitios dentro de la secuencia de CDR o la secuencia
responsable de la estructura de CDR de un anticuerpo. Sitios de este tipo incluyen, por ejemplo, los sitios que se
enumeran mas adelante. Las posiciones de aminoacidos se enumeran en funcion de la numeracion de Kabat (Kabat
EA et al,, (1991) Sequences of Proteins of Immunological Interest, NiH).

Cadena pesada: H27, H31, H32, H33, H35, H50, H58, H59, H61, H62, H63, H64, HES5, H99, H100b y H102
Cadena ligera: 124, L27, .28, L32, L53, L54, 156, L90, L92 vy L94
Entre los sitios que antecedsn, H32, HE1, L53, L90 y L.94 podrian ser los sitios de modificacion universales.

Cuando el antigeno es el receptor de IL-6 (p. ef., receptor de IL-6 humana), los sitios de modificacion preferibles incluyen
los siguientes. Sin embargo, los sitios de modificacién no se encuentran limitados de manera particular a estos.

Cadena pesada: H27, H31, H32, H35, H50, H88, H61, HE62, HE3, HE4, HES, H100b y H102
Cadena ligera: L24, L27, 128, L32, L53, L56, L90, L92 v L94

Cuando se sustituye histidina ¢ un aminoacido no natural en miltiples sitios, combinaciones preferidas de sitios de
sustitucion incluyen, por ejemplo, la combinacién de H27, H31 y H35; la combinacion de H27, H31, H32, H35, HS8,
H62 y H102; la combinacion de L32 y L53; y la combinacidn de L28, L32 y L53. Ademas, combinaciones preferidas de
sitios de sustitucién de cadenas pesadas y ligeras incluyen la combinacién de H27, H31, L32 y L53.

Cuando el antigeno es IL.-6 (p. /., IL.-6 humanay}, sitios de modificacion preferibles incluyen los siguientes. Sin embargo,
los sitios de modificacién no se encuentran limitados de manera particuiar a estos.

Cadena pesada: H32, H59, HE81 y H99
Cadena ligera: L53, L54, L90 y L94

Cuando el antigenc es el receptor de IL-31 (p. &/, receptor de 1L-31 humanay}, sitics de modificacion preferibles incluyen
H33. Sin embargo, los sitios de modificacion no se encuentran limitados de manera particular a estos.

Con respecto a los sitics que anteceden, se puede sustituir solamente un sitic con histidina o un aminoacido no natural.
De manera alternativa, se pueden sustituir multiples sitios con histidina o un aminodcido no natural.

Los métedos de la presente invencion son aplicables a cualquier molécula de unién al antigeno, independientemente
del tipo de antigeno diana.

Las moléculas de unién al antigeno de la presente invencion no se encuentran limitadas de manera particular en la
medida en que tengan la actividad de unidn especifica en un antigeno de interés. Moléculas de unidn al antigeno
preferidas incluyen, por ejemplo, sustancias que tienen un dominio de unién al antigenc de un anticuerpo. El dominio
de unién al antigeno de un anticuerpo incluye, por ejemplo, CDR vy regién variable. Cuando el dominio de unién al
antigenc de un anticuerpo es CDR, la molécula de union al antigeno puede incluir las seis CDRs de un anticuerpo
enterc, 0 una, o dos 0 méas de éstas. De manera alternativa, cuando una molécula de unién al antigenc incluye CDR
como dominio de unidn de un anticuerpo, la CDR puede incluir delecidn, sustitucion, adicidn y/o insercién de
aminoacido, o puede ser una CDR parcial.

Ademas, cuando la molécula de unién al antigeno incluye una regién constante de anticuerpo, la presente invencién
se refiere a métodos para mejorar la farmacocinética de las moléculas de unién al antigeno mediante la modificacion
{por ejemplo, sustitucion, delecion, adicién y/o insercién de aminoacidos) de la regidén constante del anticuerpo en la
molécula de unién al antigeno.

Ademas, cuando la molécula de unién al antigeno incluye una regién constante de anticuerpo, la presente invencién
proporciona métodos para aumentar la cantidad de veces de unidn al antigeno de una molécula de unidn al antigeno
mediante la modificacién {por ejemplo, sustitucion, delecién, adicién y/o insercién de aminoacidos) de la regidon
constante del anticuerpo en la molécula de unién al antigeno.

Ademas, cuando la molécula de unidn al antigeno incluye una regidn constante de anticuerpo, la presente invencién
se refiere a métodos para aumentar la cantidad de antigenos que pueden unirse con una molécula de union al antigeno
mediante la modificacion {por ejemplo, sustitucion, delecién, adicidén y/o insercion de aminoacidos) de la region
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constante del anticuerpo en la molécula de unién al antigeno.

Ademas, cuando la molécula de unién al antigeno incluye una region constante de anticuerpo, la presente invencion
se refiere a métodos para disociar dentro de una célula un antigeno de una molécula de unién al antigeno unida de
marnera extracelular mediante la modificacion {por ejemplo, sustitucién, delecién, adicién y/c insercién de aminoacidos)
de la regién constante del anticuerpo en la molécula de unién al antigeno.

Ademas, cuando la molécula de unién al antigeno incluye una region constante de anticuerpo, la presente invencion
se refiere a métodos para liberar una molécula de unidén al antigeno, que se ha unido a un antigeno y se ha
internalizado en una célula, de forma libre de antigeno al exterior de la célula, mediante la modificacion (por ejemplo,
sustitucion, delecidn, adicién y/o insercién de aminoacidos) de la regidn constante del anticuerpo en la molécula de
unién al antigeno.

Ademas, cuando la molécula de unidn al antigenc incluye una regién constante de anticuerpo, la presente invencién
se refiere a métodos para aumeniar la capacidad de una molécula de unién al antigeno de eliminar los antigenos en
plasma mediante la medificacién (por ejemplo, sustitucion, delecion, adicidn y/o insercidn de aminoacidos) de la region
constante del anticuerpo en la molécula de unién al antigeno.

Los anticuerpos de la presente invencién incluyen una region de unién a FcRn. Después de que se internalizan en las
células, las sustancias de unién al antigeno que incluyen una regidén de union a FcRn pueden volver al plasma
mediante la via de rescate de FcRn. La region de unidn a FcRn es preferiblemente un dominio que se une directamente
a FcRn. La regién de unidn a FcRn preferida incluye, por ejemplo, regiones de Fc de anticuerpo.Sin embargo, la region
de unién a FcRn de la presente invencion puede ser una region que se puede unir a un polipéptido con la capacidad
de unirse a FcRn, tal como aloimina o IgG, dado que una regidn de este tipo que se puede unir al polipéptido con la
capacidad de unién a FcRn se puede unir indirectamente a FcRn mediante albimina, IgG, ete.

Los antigenos reconocidos por las moléculas de unién al antigeno tales como los anticuerpos de interés en los métodos
de la presente invencidn no se encuentran limitados de manera particular, Anticuerpos de interés de este tipo pueden
reconocer cualquier antigeno. Anticuerpos cuya farmacocinética debe mejorarse con los métodos de la presenie
invencién incluyen, por ejemplo, anticuerpos que reconocen los antigenos de membrana tales como proteinas
receptoras (receptores unidos a la membrana y receptores solubles) y marcadores en la superficie celular, y
anticuerpos que reconocen antigenos solubles tales como citocinas. Ejemplos preferidos de antigenos de membrana
incluyen proteinas de membrana. Ejemplos de antigenos solubles de la presente invencidon incluyen proteinas
solubles. Antigenos reconocidos por los anticuerpos cuya farmacocinética debe mejorarse con los métodos de la
presente invencidn incluyen, por sjemplo, IL-1, iL-2, IL-3, IL-4,IL-5, IL-6, 1L-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, IL-15, IL-
31, IL-23, receptor de IL-2, receptor de IL-6, receptor de OSM, gpl 30, receptor de IL-5, CD40, CD4, Fas, osteopontina,
CRTH2, CD26, PDGF-D, CD20, factor quimictactico de monocites, CD23, TNF-a, HMGB-1, integrina a4, ICAM-1,
CCR2, CDt 1a, CD3, IFNy, BLyS, HLA-DR. TGF-8, CD52 y receptor de IL.-31. Antigenos particularmente preferidos
incluyen el receptor de IL-6.

Ademas, la molécula de unidn al antigeno de interés en los métodos de la presente invencion incluye moléculas de
unién al antigeno que tienen una actividad antagonista (moléculas de unién al antigeno antagonistas) y moléculas de
unién al antigenoc con actividad agonista (moléculas de union al antigeno agonistas). En una realizacion preferida, la
molécula de unién al antigeno incluye moléculas de union al antigeno antagonistas, en particular, moléculas de unién
al antigeno antagonistas que reconocen los antigenos de membrana tales como receptores, o antigenos solubles tales
como citocinas. Por ejemplo, una molécula de unién al antigeno antagonista gue reconoce un receptor inhibe fa unién
entre el ligando vy el receptor mediante la unién al receptor y, por lo tanto, inhibe la sefializacion mediada por el receptor.

El anticuerpo de la presente invencién incluye tanto actividad de unidn al antigeno (regidn de unidn al antigenc) como
regiéon de unién a FcRn. Por lo tanto, anticuerpos de la presente invencion inciuyen una regién que se une a FcRn
humano. Los anticuerpos preferidos en el contexto de la presente descripcidn incluyen, por ejemplo, anticuerpos de
igG. Cuando el anticuerpo a utilizar es un anticuerpo de IgG, el tipo de IgG no se encuentra limitado: se puede utilizar
la IgG perteneciente a cualquier isotipo (subclase) tal como IgG1, igG2, IgG3 o IgG4. Ademas, se pueden introducir
mutaciones de aminoacidos (p. &i., M73) en la regidn constante de cualquiera de estos isotipos de 1gG. Mutaciones
de aminoacidos que se deben introducir incluyen, por ejemplo, las que potencian o afectan la unién al receptor Fcy
{Proc Natl Acad Sci USA. 14 de marzo de 2006;103(11):4005-10) y las que potencian ¢ afectan la unidén a FcRn {J
Biol Chem. 2 de marzo de 2001;276(9):6591-604), pero no se limitan a estos gjemplos. De manera alternativa, también
as posible alterar la unién dependiente del pH mediante la seleccidn de una regién constante apropiada tal como IgG2.

Cuando la molécula de union al antigeno de interés de la presente invencién es un anticuerpo, éste puede ser un
anticuerpo derivado de cualguier animal, tal como un anticuerpo de raton, anticuerpo de ser humano, anticuerpo de
rata, anticuerpo de conejo, anticuerpo de cabra o anticuerpo de camello. Ademas, el anticuerpo puede ser un
anticuerpo maodificado, por ejemplo, un anticuerpo quimérico vy, en particular, un anticuerpo modificado gue incluye
sustitucion de aminoacidos en la secuencia de un anticuerpo humanizado, etc. Los anticuerpos también incluyen
anticuerpos biespecificos, productos de modificacion de anticuerpos unidos a varias moléculas y polipéptidos que
incluyen fragmentos de anticuerpo.
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Los "anticuerpos quiméricos” son anticuerpos preparadcos medianie la combinacion de secuencias derivadas de
distintos animales. De manera especifica, el anticuerpo quimérico incluye, por ejempio, anticuerpos gue tienen
regiones variables (V) de la cadena pesada vy ligera de un anficuerpo de ratdn y regiones constantes (C) de la cadena
pesada y ligera de un anticuerpo humano.

Los "anticuerpos humanizados”, también denominados anticuerpos humanos remocideados, son anticuerpos en los
cuales las regiones determinantes de complementariedad (CDRs) de un anticuerpo derivado de un mamiferc no
humaro, por ejemplo, un raton, se trasplantan en las CDRs de un anticuerpe humano. Métodos para identificar CDRs
son conocidos (Kabat et al, Sequence of Proteins of Immunological interest (1987), National Institute of Health,
Bethesda, Md.; Chothia et al, Nature (1989) 342:877). Las tecnologias de recombinacion genética generales
adecuadas a estos efectos también son conocidas (véase la solicitud de patente europea EP 125023; y el documento
WO 96/02576).

Anticuerpo biespecifico se refiere a un anticuerpo que tiene, en la misma molécula de anticuerpo, regiones variables
gue reconocen distintos epitopos. Un anticuerpo biespecifico puede ser un anticuerpc que reconoce dos ¢ mas
antigenos distintos, o un anticuerpo que reconoce dos 0 mas epitopos distintos en el mismo antigeno.

Ademas, polipéptidos que incluyen fragmentos de anticuerpo incluyen, por ejemplo, fragmentos Fab, fragmentos
F(ab')2, scFv (Nat Biotechnol. septiembre de 2005;23(9): 1126-36), anticuerpos de dominic {dAb)} (documentos WO
2004/058821, WO 2003/002609), scFv-Fc (documento WO 2005/037989), dAb-Fc y proteinas de fusién Fc. De estos,
las moléculas que incluyen un dominio Fc presentan la actividad de unién a FcRn y, por lo tanto, son adecuadas para
utilizarse en los métodos que se describen en la presente invencion.

Ademas, las moléculas de unién al antigenc que son aplicables a la presente invencién pueden ser moléculas similares
a anticuerpo. Una moiécula similar a anticuerpo es una molécula que puede exhibir funciones al unirse a una molécula
diana (Current Opinion in Bictechnology 2006, 17:653-858; Current Opinion in Biotechnology 2007, 18:1-10; Current
Opinion in Structural Biology 1997, 7:463-469; Protein Science 2006, 15:14-27), e incluye, por ejemplo, DAJRPIins
(documentc WO 2002/020565), Affibody {documento WO 1995/001937), Avimer (documentos WO 2004/044011;
WO 2005/040229) y Adnectin (documento WO 2002/032925). Si estas moléculas similares a anticuerpo pueden unirse
a moléculas diana de manera dependiente del pH, es posible que una dnica molécula se una a multiples moléculas
diana.

Ademas, la molécula de unidn al antigeno puede ser una proteina receptora o un Fc receptor, una proteina de fusion
qgue se une a una diana, que incluye, por ejemplo, proteina de fusién TNFR-Fc¢, proteina de fusién IL1R-Fe, proteina
de fusion VEGFR-Fc y proteina de fusion CTLA4-Fc (Nat Med. enero de 2003;9(1):47-52; BioDrugs. 2006:20(3): 151-
60). Si proteinas receptoras y proteinas de fusién Fc receptoras de este tipo pueden unirse a moléculas diana de
manera dependiente del pH, es posible que una Unica molécula se una a miltiples moléculas diana.

Ademas, la molécula de unidn al antigeno puede ser una proteina de ligando artificial o una proteina de fusion de
ligando artificial gue se une a una diana y tiene un efecto de neutralizacion e incluye, por ejemplo, IL-8 mutante (EMBO
J. 15 de diciembre de 1994;13(24):5863-70). Si proteinas de ligande artificial y proteinas de fusidon de ligando artificial
de este tipo pueden unirse a moléculas diana de manera dependiente del pH, es posible que una Gnica molécula se
una a varias moléculas diana.

Ademas, los anticuerpos de la presente invencion pueden inclulr cadenas de azticar modificadas. Los anticuerpos con
cadenas de azlcar modificadas incluyen, por ejemplo, anticuerpos con gluceosilacion medificada {documento
WO 99/54342), anticuerpos que carecen de fucosa que se agrega a la cadena de azicar (documentos WO 00/61739;
WO 02/31140; WO 2006/067847; W02 006/067913) y anticuerpos con cadenas de aziicar con GlecNAe bisectante
(documento WO 02/79255).

Si bien los métodos de la presente invencién no se limitan a teoria especifica alguna, la relacién entre hacer que la
capacidad de unién al antigeno a pH &cido se vuelva mas débil en comparacion con la capacidad a pH neutro, la
mejora de la farmacocinética y la unién al antigeno multiples veces se pueden explicar, por ejemplo, de la siguiente
manera.

Por ejemplo, cuando el anticuerpo es un anticuerpo gue se une a un antigeno de membrana, el anticuerpo que se
administra al cuerpo se une al antigeno y luego se absorbe mediante internalizacion en los endosomas en las células
junto con el antigeno y mientras el anticuerpo se mantiene unido al antigeno. Luego, el anticuerpo se transloca a
lisosomas mientras el anticuerpo se mantiene unido al antigenc y el anticuerpo se degrada con el lisosoma juntc con
el antigeno. La efiminacion del plasma mediada por internalizacion se denomina eliminacion dependiente del antigeno,
y una eliminacién de este tipo se ha registrade con numerosas moléculas de anticuerpo (Drug Discov Today. enero
de 2006;11(1-2):81-8). Cuando una uUnica molécula de anticuerpo de 1gG se une a los antigenos de manera divalente,
la tinica molécula de anticuerpo se internaliza mientras el anticuerpo se mantiene unido a dos moléculas de antigeno,
y se degrada en el lisosoma. Por consiguiente, en el caso de anticuerpos tipicos, una molécula de anticuerpo de IgG
no puede unirse a tres 0 mas moléculas de antigeno. Por ejemplo, una Gnica molécula de anticuerpo de IgG con una
actividad de neutralizacion no puede nsutralizar tres 0 mas moléculas de antigeno.

La retencion relativamente prolongada (eliminacion lenta) de moléculas de IgG en el plasma se debe a la funcién de
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FcRn que se conoce como receptor de rescate de moléculas de IgG. Cuando se absorben en endosomas mediante
pinocitosis, las moléculas de IgG se unen a FcRn expresadas en los endosomas en condiciones acidas en los
endosomas. Si bien las moléculas de IgG que no se unieron a FcRn se transfieren a los lisosomas en los que se
degradan, las moléculas de IgG que se unieron a FcRn se transiocan a la superficie celular y regresan nuevaments al
plasma al disociarse de FcRn en condiciones neutras en el plasma.

De manera alternativa, cuando el antigeno es un antigeno que se une a un antigeno scluble, el anticuerpo que se
administra al cuerpo se une al antigeno y luego se absorbe en las células mientras el anticuerpo se mantiene unido al
antigeno. Muchos anticuerpos absorbidos en las células se liberan al exterior de las células mediante FcRn. Sin
embargo, dado que los anticuerpos se liberan al exterior de las células, con los anticuerpes unidos a los antigenos,
los anticuerpos no pueden unirse a los antigenos nuevamente. Por lo tanto, de manera similar a los anticuerpos que
se unen a los antigenos de membrana, en el caso de los anticuerpos tipicos, una molécula de anticuerpo de IgG no
puede unirse a tres 0 mas moléculas de antigeno.

Los inventores de la presente razonaron que, cuando los anticuerpos que se unieron a los antigenos, como los
antigenos de membrana, se absorben en los endosomas mediante internalizacién, mientras que los anticuerpos que
se mantienen unidos a los antigenos se translocan a los lisosomas y se degradan, los anticuerpos de IgG cuyos
antigenos se disocian en los endosomas podrian unirse a FCRn que se expresa en los endosomas. De manera
especifica, los inveniores de la presente descubrieron que un anticuerpo que se une de manera potente a un antigeno
en el plasma, pero se une de manera deébil al antigeno dentro del endosoma puede unirse a un antigeno en el plasma
y absorberse mientras se mantiene formande un complejo con el antigeno en los endosomas en las células mediante
internalizacion; disociarse del antigeno en el endosoma; luego unirse a FcRn y translocarse a la superficie celular; y
regresar nusvamente al plasma en estado no unido a los antigenocs para neutralizar varios antigenos unidos a la
membrana. Ademas, los inventores de la presente descubrieron que un anticuerpo con la propiedad de unirse de
manera potente a los antigenos en el plasma, pero unirse de manera débil a los antigenos en el endosoma puede
disociarse de los antigenos en el endosoma incluso cuando el anticuerpo se ha unido a los antigenos como antigencs
solubles; por lo tanto, se liberan nuevaments en el plasma en estado no unido a los antigenos y pueden neutralizar
multiples antigenos solubles.

En particular, los inventores de la presente destacaron que el pH en el plasma era distinto del pH en los endosomas
y, por lo tanto, descubrieron que los anticuerpos que se unieron de manera potente a los antigenos en condicion de
pH de plasma pero gue se unieron de manera débil a los antigenos en condiciones de pH endosémico fueron
superiores en la retencion en el plasma, dado que una molécula de anticuerpo podria unirse a varios antigenos.

Los endosomas, que son vesiculas de membrana, forman redes en el citoplasma de células eucariotas y son
responsables del metabolismo de macromoléculas en el proceso desde ta membrana celular a los liscsomas. Se ha
indicado que el pH en los endosomas es generalmente un pH acido de 5,5 a 6,0 (Nat Rev Mol Cell Biol. febrero de
2004;5(2):121-32). Mientras tanto, se sabe que el pH en el plasma es casi neutro (normalmente, pH 7,4).

Por consiguiente, una molécula de unidn al antigeno cuya actividad de unién al antigeno a pH acido es mas débil que
la actividad de unién al antigeno a pH neutro se une al antigeno en el plasma con un pH neutro, se absorbe en las
células y luego se disocia del antigenc en los endosomas que tienen un pH acido. La molécula de unién al antigeno
gue se disocio del antigeno se une a FcRn, se transioca a ia superficie celular y regresa nuevamente al plasma en
estado no unido a los antigenos. Como resultado, la molécula de unién al antigeno puede unirse a los antigenos varias
veces y se mejora la farmacocinética.

«<Sustancias de molécula de union al antigeno>

Ademas, la presente invencién proporciona moléculas de unién al antigeno, cuya actividad de unién al antigeno a pH
4,0 a pH 6,5 es inferior que la actividad a pH 8,7 a pH 10,0, preferiblemente moléculas de unién al antigeno cuya
actividad de union al antigenc a pH 5,0 a pH 6,0 es inferior que la actividad a pH 7,0 a 8,0. De manera especifica, las
moléculas de unidn al antigeno, cuya actividad de unién al antigeno a pH 4,0 a pH 6,5 es inferior que 1a actividad a pH
6,7 a pH 10,0 incluyen, por ejemplo, moléculas de unién al antigeno, cuya actividad de unién al antigeno a pH 5,8 es
inferior a la actividad a pH 7,4.

Las moléculas de unién al antigeno cuya actividad de union al antigeno a pH 5,8 es inferior que la actividad a pH 7,4
también se pueden expresar como moléculas de unién al antigeno, cuya actividad de unién al antigeno a pH 7,4 es
superior a la actividad a pH 5,8.

Como en el caso de las moléculas de unién al antigeno, cuya actividad de unién al antigeno a pH 5,8 es inferior a la
actividad a pH 7,4, en la medida en que la actividad de unién al antigeno a pH 5,8 sea inferior a la unidén a pH 7,4, no
hay limitacidén en la diferencia en la actividad de unién, y la actividad de unién al antigeno a pH 5,8 solamente debe
ser inferior, incluso ligeramente.

Una molécula de unidn al antigeno, cuya actividad de union al antigenc a pH 5,8 es inferior a la actividad a pH 7,4
incluye moléculas de unién al antigene, cuya actividad de unién al antigeno a pH 7,4 es el doble o més que la actividad
a pH 5,8. La molécula de unidn al antigeno incluye moléculas de unién al antigeno, cuya actividad de unién al antigeno
a pH 7.4 es diez veces superior 0 més a la actividad a pH 5,8. Los anticuerpos de la presente invencién son
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anticuerpos, cuya actividad de unién al antigeno a pH 7,4 es 40 veces superior 0 mas a la actividad a pH 5,8.

De manera especificalos anticuerpos de la presente invencidn tienem una actividad de union al antigeno a pH 5,8 que
es inferior a la actividad a pH 7,4, en donde el valor de KD{pH5,8)/KD(pH7,4), que es una relacién de KD para el
antigenc a pH 5,8 y a pH 7,4 es 40 o superior. El limite superior del valor KD(pHS,8YKD(pH7,4) no se limita de forma
particular, y puede ser cualquier valor, por ejemplo, 400, 1000 o 10000, siempre gue la produccién sea posible con las
tecnologias de los expertos en la técnica.

En otra realizacién preferida, ia molécula de union al antigeno, cuya actividad de union al antigeno a pH 5,8 es inferior
a la actividad a pH 7.4, tiene un valor de ka(pH5,8)/ka(pH7.,4), que es una relacion de la ka para el antigenoapH 58y
la kg para el antigeno a pH 7,4, que es 2 o superior, mas preferiblemente 5 o superior, incluso mas preferiblemente 10
0 superior, y alin mas preferiblemente 30 o superior. El limite superior del valor de ka{pH5,8)/ka(pH7,4) no se encuentra
limitado de manera particular, y puede ser cualquier valor, por ejemplo, 50, 100 o 200, en la medida en gue la
produccién sea posible con las tecnologias de los expertos en la técnica.

Condiciones distintas del pH al que se mide la actividad de unidn al antigeno las pueden seleccionar de forma
apropiada los expertos en la técnica y las condiciones no se encuentran limitadas de forma particular; sin embargo,
las mediciones se pueden realizar, por ejemplo, en condiciones de tampdn MES vy 37 °C como se describe en los
Ejemplos. Ademas, se puede determinar la actividad de unidén al antigeno de una molécula de union al antigeno
mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, utilizando Biacore T100 (GE Healthcare) o
similares, como se describe en los Ejemplos.

Se presume que una molécula de unidn al antigeno de este tipo, que se une de manera debil a un antigenoc a pH
acido, se disocia facilmente del antigeno en condiciones acidas endosdmicas, y que después de la internalizacién en
las células, se une a FcRn y se libera faciimente al exterior de las células. La molécula de union al antigeno liberada
al exterior de las células sin degradarse dentro de las células se puede unir nuevamente a otros antigenos. FPor
consiguiente, cuando fa molécula de union al antigeno es, por ejemplo, una molécula de neutralizacion de unién al
antigeno, la molécula de unién al antigeno que se disocia faciimente del antigenc en condiciones acidas endosomicas
se puede unir a y puede neutralizar los antigenos multiples veces. Como resultado, las moiéculas de unién al antigeno,
cuya actividad de union al antigeno a pH 4,0 a pH 8,5 es inferior a la actividad a pH 8,7 a pH 10,0 son superiores en
la retencion en el plasma.

La molécula de unién al antigeno, cuya actividad de unién al antigeno a pH 5,8 es inferior a la actividad a pH 7,4 es
una molécula de unidn al antigeno en la que al menos un aminoacido en fa molécula de unién al antigeno se sustituye
con histidina. El sitio en el que se introduce [a histidina no se encuentra limitado de manera particular y puede ser
cualguier sitio, en la medida en que la actividad de unién al antigeno a pH 5,8 sea méas débil que la actividad a pH 7,4
(el valor de KD(pH5,8YKD(pH7,4) es superior 0 el valor de ka(pH5,8)/ka(pH7,4) es superior) en comparacion con el
momento anterior a la sustitucion. La cantidad de aminoacidos que se debe sustituir con histidina la pueden determinar
de manera apropiada los expertos en la técnica. Se puede sustituir uno o méas aminoéacidos con histidina. Ademas,
aparte de las sustitucionas de histidina, también se pueden llevar a cabo de manera simultanea la delecidn, adicién,
insercidn y/o sustitucion y similares de otros aminoacidos. Las sustituciones de histidina se pueden llevar a cabo de
manera aleatoria usando un método tal come barride de histidina, que utiliza histidina en lugar de alanina en barrido
de alanina, que es conocido por los experios en la técnica. Moléculas de unidn al antigenc cuya KD(pH5,8)/KD{pH7.,4)
0 ko{pH5,8)/ke(pH7,4) aumenta en comparacién con el momento anterior a la mutacién se pueden seleccionar de las
moléculas de unién al antigeno en las que se ha introducido una mutacion de histidina de manera aleatoria.

Moléculas de unién al antigeno con mutacién de histidina y cuya actividad de unién al antigeno a pH 5,8 es inferior a
la actividad a pH 7,4 incluyen, por ejemplo, moléculas de union al antigeno, cuya actividad de unién al antigeno a pH
7.4 después de la mutacion a histidina o a un amincacido no natural es eguivalente a la actividad de unién al antigeno
a pH 7,4 antes de la mutacidn a histidina o a un aminodcido no natural. En la presente invencién, "una molécula de
unién al antigenc después de la mutacién a histidina ¢ a un aminoacidc no natural tiene una actividad de unién al
antigenc que es equivalente a la actividad de la molécula de unidn al antigeno antes de la mutacién a histidina o a un
aminoécido no natural" significa que, cuando la actividad de union al antigeno de una molécula de unién al antigeno
antes de la mutacion a histidina o a un aminoéacido no natural se configura en 100 %, la actividad de unién al antigeno
de la molécula de unién al antigeno después de la mutacion a histidina o a un aminoacido no natural es de al mencs
10 % o mas, preferiblemente 50 % o mas, mas preferiblemente 80 % o mas, y atin mas preferiblemente 90 % o mas.
La actividad de unién al antigeno a pH 7.4 después de la mutacion a histidina puede ser superior a la actividad de
union al antigenc a pH 7,4 antes de la mutacion a histidina. Cuando la actividad de unién al antigeno de la molécula
de union al antigeno disminuye dehido a la sustitucion de histidina, se puede ajustar la actividad de unién al antigeno
mediante la infroduccion de sustitucion, delecion, adicidn y/o insercion y similares de uno o mas aminoacidos en la
molécula de unién al antigeno de manera que la actividad de unién al antigeno se vuelva equivalente a la actividad
antes de la sustitucién o insercién de histidina. La presente invencién también incluye moléculas de unién al antigeno
de este tipo con una actividad de unién equivalente como resultado de la sustitucion, delecién, adicién y/o insercién
de uno 0 mas aminoacidos después de la sustitucion de histidina.

Ademas, cuando la molécula de unién al antigeno es una sustancia que incluye una regién constante del anticuerpo,
en otra realizacién preferida de la molécula de unién al antigeno, cuya actividad de unién al antigeno a pH 5,8 es
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inferior a la actividad a pH 7,4 la presente divuigacion incluye métodos para modificar las regiones constantes del
anticuerpo contenidas en las moléculas de unidn al antigeno. Ejemplos especificos de regiones constantes de
anticuerpo después de la modificacién incluyen las regiones constantes que se describen en los Ejemplos.

Cuando la actividad de unién al antigeno de la sustancia de unién al antigenc a pH 5,8 se debilita en comparacion con
la actividad a pH 74 (cuando aumenta el valor de KD{pH5,8/KD{pH7,4)) mediante los métcdos descritos
anteriormente y similares, el valor de KD{pH5,8YKD{pH7,4) puede ser el doble 0 mas, mas preferiblemente cinco
veces ¢ mas, y alin mas preferiblemente diez veces ¢ mas en comparacién con el del anticuerpo original, pero no se
limita de manera particular a esto.

Las moléculas de unién al antigenc de la presente invencion pueden tener, ademas, cualguier otra propiedad, en la
medida en gue su actividad de union al antigeno a pH 4,0 a pH 6,5 sea inferior que la actividad a pH 6,7 a pH 10,0.
Por ejemplo, las moléculas de unién al antigeno pueden ser moléculas de unién al antigenc agonistas o antagonistas.
Moléculas de unién al antigeno preferidas de la presente invencion incluyen, por ejemplo, moléculas de unién al
antigeno antagonistas. En general, una molécula de unién al antigeno antagonista inhibe la sefializacion intracelular
mediada por el receptor mediante la inhibicién de la unién entre un ligando {(agonista} y el receptor.

Ademas, la presente invencidn proporciona anticuerpos en los cuales el amincacido en al menos un sitio indicado mas
adelante se sustituye con histidina. Las posiciones de aminoacidos se indican en funcién de la numeracion de Kabat
{Kabat EA et al,, (1991) Sequences of Proteins of Immunological interest, NiH).

Cadena pesada: H27, H31, H32, H33, H35, H50, H58, H59, HE1, H62, HE3, H64, HE5, HB9, H100b y H102.
Cadena ligera: L24, L27, .28, L32, L53, L54, 156, L90, L.92y L94
Entre los sitios que anteceden, H32, HB1, L53, L90 y L94 podrian ser los sitios de modificacion universales.

Cuando el antigeno es el receptor de IL-6 (p. &/, receptor de IL-6 humana), los sitios de modificacion preferibles incluyen
los siguientes. Sin embargo, los sitios de modificacién no se encueniran limitados de manera particular a estos.

Cadena pesada: H27, H31, H32, H35, H50, H58, H61, H62, HB3, HE4, HES, H100b y H102
Cadena ligera: L24, 127, 128, L32, L53, L56, L90, L92 vy L94

Cuando se sustituye histidina en muiltiples sitios, las combinaciones preferidas de sitios de sustitucion incluyen, por
gjemplo, la combinacion de H27, H31 y H35; la combinacién de H27, H31, H32, H38, H38, HB2 y H102; la combinacion
de L32 y L53; y la combinacion de L28, L32 y L53. Ademas, las combinaciones preferidas de sitios de sustitucién de
cadenas pesadas y ligeras incluyen ia combinacion de H27, H31, L32 y L53.

Cuando el antigeno es IL-6 {p. g/, IL-6 humana), los sitios de modificacién preferibles incluyen los siguientes. Sin
embargo, los sitics de modificacion no se encuentran limitados de manera particular a estos.

Cadena pesada: H32, H59, H61 y H9S.
Cadena ligera: L53, .54, L90 y L94.

Cuando el antigeno es el receptor de IL-31 (p. &j., receptor de IL-31 humana)}, los sitios de modificacion preferibles
incluyen H33. Sin embargo, los sitios de modificacién no se encuentran limitados de manera particular a estos.

Las moléculas de unién al antigeno de la presente invencidén pueden reconocer cualquier antigeno. Antigenos
reconocidos por los anticuerpos de la presente invencidén incluyen especificamente las proteinas receptoras
mencionadas anteriormente (receptores unidos a la membrana o receptores solubles), antigenos de membrana tales
como marcadores de la superficie celular y antigenos solubles tales como citocinas, por ejemplo, iL-1, IL-2, 1L-3, iL-4,
iL-5, IL-6, IL-7, -8, 1L-9, IL-10, IL-11, 1L-12, 1L-15, IL-31, IL-23, receptor de IL-2, receptor de IL.-6, receptor de OSM,
gp130, receptor de IL-5, CD40, CD4, Fas, osteopontina, CRTH2, CD26, PDGF-D, CD20, factor quimioatrayente de
monocitos, CD23, TNF-a, HMGB-1, a4 integrina, ICAM-1, CCR2, CD11a, CD3, IFNy, BLyS, HLA-DR, TGF-8, CD52 y
receptor de 1L-31.

Antigenos particularmente preferidos incluyen el receptor de IL-6.
Las moléculas de unién al antigeno de la presente invencién se describieron anteriormante.

En una realizacion preferida de la presente invencion, las moléculas de union al antigeno incluyen anticuerpos. Los
anticuerpos con actividad de unién al antigeno y regién de unién a FcRn inciuyen, por ejemplo, anticuerpos 1gG.
Cuando el anticuerpo utilizado es un anticuerpo 1gG, no existe limitacién con respecto a su tipo. Es posible utilizar
igG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 vy similaraes.

El origen del anticuerpc de la presente invencién no se encuentra limitado de manera particular, y pueden ser de
cualguier origen. Es posible utilizar, por ejemplo, anticuerpos de ratén, anticuerpos humanos, anticuerpos de rata,
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anticuerpos de conejo, anticuerpos de cabra, anticuerpos de camello v otros. Ademas, los anticuerpos pueden ser,
por ejemplo, los anticuerpos quiméricos que se describieron anteriormente y, en particular, los anticuerpos modificados
con sustituciones de la secuencia de aminoacidos, tales como los anticuerpos humanizados. Los anticuerpos también
pueden ser los anticuerpos biespecificos que se describieron anteriormente, productos de modificacion de anticuerpos
a los que se han unido diversas moléculas, polipéptidos que incluyen fragmentos de anticuerpo y anticuerpos con
cadenas de azlcar modificadas.

La generacién de anticuerpos quiméricos es conocida. En el caso de un anticuerpo quimérico de ratdn humano, por
ajemplo, un ADN que codifica una regién V de anticuerpo se puede enlazar a un ADN gue codifica una regién C ds
anticuerpo humano; éste se puede insertar en un vector de expresion e introducir en un huésped para producir el
anticuerpo quimérico.

Los "anticuerpos humanizados" también se denominan anticusrpos humanos remoldeados y son anticuerpos en los
gue la region determinante de complementariedad (CDR} de un mamifero no humano, por ejemplo, un ratén, ss
trasplanta en la CDR de un anticuerpo humano. Métodos para identificar CDRs son conocidos (Kabat ef al., Sequence
of Proteins of immunological Interest (1987}, National Institute of Health, Bethesda, Md.; Chothia et al,, Nature (1989)
342:877). Las tecnologias de recombinacién genética generales adecuadas a estos efectos también son conocidas
(véase la solicitud de patente europea EP 125023; y el documento WO 96/02576). Los anticuerpos humanizados se
pueden producir mediante métodos conocidos, por ejemplo, se puede determinar la CDR de un anticuerpo de raton,
y se obtiene un ADN que codifica un anticuerpo en el que la CDR se enlaza a la regién marco (FR) de un anticuerpo
humano. Los anticuerpos humanizados se pueden producir entonces mediante un sistema que utiliza vectores de
expresion convencionales. ADNs de este tipo se pueden sintetizar mediante PCR utllizando como cebadores varios
oligonucleétidos preparados para que algunas partes se solapen con las regiones extremas tantc de la CDR como de
la FR (véase el método que se describe en el documenio WO 98/13388). Las FRs de anticuerpo humano enlazadas
mediante las CDRs se seleccionan de manera que las CDRs formen un sitio de unién al antigeno adecuado. Si fuera
necesario, los aminoacidos en las FRs de una regién variable de anticuerpo se pueden sustituir de manera que las
CDRs del anticuerpe humano remoldeado puedan formar un sitio de unién al antigeno adecuado (Sato, K. et al,,
Cancer Res. (1993) 83:10.01-6). Residucs de aminoacidos en las FRs que se pueden modificar incluyen partes que
se unen directamente a un antigeno mediante enlaces no covalentes (Amit et al., Science (1986) 233: 747-53), partes
que infiluyen o tienen un efecto en la estructura de la CDR (Chothia et al., J. Mol. Biol. {1987) 196: 901-17) y partes
implicadas en las interacciones VH-VL (documento EP 238400).

Cuando los anticuerpos de la presente invencién son anticuerpos quiméricos o anticuerpes humanizados, las regiones
C de estos anticuerpos derivan preferiblemente de anticuerpos humanos. Por ejemplo, se pueden utilizar Cy1, Cy2,
Cy3y Cv4 para la cadena H, mientras que se pueden utilizar Ck y Ca para la cadena L. Ademés, si fuera necesario,
se pueden introducir mutaciones de amincacidos en la regién C de anticuerpo humano para potenciar o disminuir la
unién al receptor Fcy o FcRn o para mejorar la estabilidad o capacidad de produccion del anticuerpo. Un anticuerpo
quimérico de la presente invencidon incluye preferiblemente una regién variable de un anticuerpo derivado de un
mamiferc no humano y una region constante derivada de un anticuerpo humanc. Mientras tanto, un anticuerpo
humanizado incluye preferiblemente CDRs de un anticuerpo derivado de un mamifero no humano y FRs y regiones C
derivadas de un anficuerpo humanoc. Las regiones constantes derivadas de anticuerpos humanos incluyen
preferivlemente una regidén de unidn a FcRn. Anticuerpos de este tipo incluyen, por ejemplo, 1gG (IgG1, 1gG2, 1gG3 e
lgG4). Las regiones constantes utilizadas para los anticuerpos humanizados de la presente invencion pueden ser
regiones constantes de anticuerpos de cualquier isotipo. Se utiliza preferiblemente una regién constante de 1gG
humana, si bien no se limita a ésta. Las FRs derivadas de un anticuerpo humano, que se utilizan para los anticuerpos
humanizados, tampoco se limitan de manera particular, y pueden derivar de un anticuerpo de cualguier isotipo.

Las regiones variable y constante de los anticuerpos quiméricos y humanizados de la presente invencion se pueden
modificar mediante delecién, sustitucidn, insercién y/o adicion y similares, en la medida en que se muestre la
especificidad de union de los anticuerpos originales.

Dado que la inmunogenicidad disminuye en el cuerpo humano, se cree que los anticuerpos quiméricos y humanizados
que utilizan secuencias derivadas de seres humanos son Gtiles cuando se administran a seres humanos para fines
terapéuticos o similares.

Los anticuerpos de la presente invencion se pueden preparar mediante cualquier método. Por ejemplo, los anticuerpos,
cuya actividad de unién al antigeno a pH 5,8 es originalmente superior ¢ comparable a la actividad a pH 7,4 se pueden
modificar de manera artificial madiante ia sustitucion de histidina gue se describié anteriormente o similares, de manera
que se reduzca su actividad de unién al antigeno a pH 5,8 con respecto a la actividad a pH 7,4.

De manera alternativa, los anticuerpos, cuya actividad de union al antigeno a pH 5,8 es inferior a la actividad a pH 7,4
se pueden seleccionar mediante la deteccidn de un cierto ndmero de anticuerpos obtenidos de una genoteca de
anticuerpos o hibridomas como se describe mas adelante.

Cuando se sustituyen los aminodacidos en un anticuerpo con histidina, se pueden utilizar las secuencias conocidas
para la secuencia de aminoacidos de cadena H o cadena L del anticuerpo antes de la introduccion de las mutaciones
de histidina, o también se pueden utilizar las secuencias de amincacidos de los anticuerpos recientemente obtenidos
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mediante los métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos se pueden obtener de
una genoteca de anticuerpos, 0 se pueden obtener mediante la clonacién de genes que cedifican los anticuerpos de
hibridomas que producen anticuerpos monocionales.

Con respecto a las genotecas de anticuerpos, ya se conocen muchas genotecas de anticuerpos, y también se conocan
métodos para producir las genctecas de anticuerpos; por lo tanto, los expertos en la técnica pueden obiener de manera
apropiada las genotecas de anticuerpos. Por ejemplo, con relacién a las fagotecas (genotecas de fagos) de
anticuerpos, se puede referirr a bibliografia tal como Clackson et al, Nature 1991, 352: 624-8; Marks et al., J. Mol.
Biol. 1991, 222: 581-87; Waterhouses et al., Nucleic Acids Res. 1993, 21: 2265-6; Griffiths et al., EMBO J. 1994, 13:
324.0-60; Vaughan et al, Nature Biotechnology 1996, 14: 309-14; y la publicacion Kohyo de patente japonesa
N? (JP-A) H20-504970 {(publicacién en fase nacional japonesa sin examinar que corresponde a una publicacion
internacional no japonesa). Ademas, es posible utilizar métodos conocidos, tales como los métodos gue utilizan células
eucarictas como genotecas (documento WO 95/15393) y los métodos de expresion en ribosomas. Ademas, también
se conocen las tecnologias para cbtener anticuerpos humanos mediante cribado usando genctecas de anticuerpos
humanos. Por ejemplo, 1as regiones variables de anticuerpos humanos se pueden expresar en la superficie de los
fagos como anticuerpos de cadena simple (scFvs) usando métodos de expresion en fagos, y se pueden seleccionar
los fagos que se unen a los antigenos. El andlisis genético de los fagos seleccionados puede determinar las secusncias
de ADN gue codifican las regiones variables de anticuerpos humanos que se unen a los antigenocs. Una vez que se
revelan las secuencias de ADN de scFvs que se unen a los antigenos, se pueden producir vectores de expresion
adecuados en funcién de estas secuencias para obtener anticuerpos humanos. Estos métodos ya son conocidos, y
se puede referir a los documentos WO 92/01047, WO 92/20791, WO 88/08213, WO 93/11236, WO 93/19172,
WO 95/01438 y WO 95/15388.

En cuantc a los métodos para cbiener genes que codifican anticuerpos a partir de hibridomas, se pueden utilizar de
forma bésica las tecnologias conocidas que implican el uso de antigenos deseados o células que expresan los
antigenocs deseados como antigenos de sensibilizacién, utilizandolos para realizar las inmunizaciones de acuerdo con
los métodos de inmunizacion convencionales, fusionando las células inmunitarias resultantes con las células originales
conocidas mediante métodos de fusidn celular convencicnales, analizando las células que producen anticuerpos
monoclonales {hibridomas) mediante métodos de seleccion convencionales, sintetizando los ADNc de las regiones
variables del anticuerpo (regiones V) de los ARNm de los hibridomas obtenidos usande transcriptasa inversa y
uniéndolos con los ADNs que codifican las regiones constantes de anticuerpo (regiones C) deseadas.

Mas especificamente, los antigenos de sensibilizacién para obtener los genes de anticuerpo que se describieron
anteriormente que codifican las cadenas H y las cadenas L incluyen tanto antigenos completos con inmunogenicidad
como antigenos incompletos que incluyen haptenos y similares sin antigenicidad; sin embargo, no se limitan a estos
ejemplos. Por ejemplo, es posible utilizar proteinas enteras vy péptidos parciales de protefnas de interés. Ademas, se
sabe que las sustancias que comprenden polisacaridos, acidos nucleicos, lipidos vy similares pueden ser antigenos.
Por lo tanto, los antigenos de los anticuerpos de la presente invencion no se encuentran limitados de manera particular.
Los antigenos se pueden preparar mediante métodos conocidos por los expertos en la técnica, por gjemplo, mediante
métodos basados en baculovirus (por ejemplo, documento WO 98/46777) y similares. Se pueden producir hibridomas,
por ejemple, mediante el método de Milstein ef al. (G. Kohler y C. Milstein, Methods Enzymol. 1981, 73: 3-46) y
similares. Cuando la inmunogenicidad de un antigenc es baja, se puede realizar inmunizacion después de enlazar el
antigeno con una macromolécula con inmunogenicidad tal como albimina. De manera alternativa, si fuera necesario,
los antigenos se pueden convertir en antigenos solubles al enlazarlos con otras moléculas. Cuando se utilizan
moléculas transmembrana tales como los antigenos de mambrana (por ejemplo, receptores) como antigenos, se
pueden utilizar partes de las regiones extracelulares de los antigenos de membrana como un fragmento, o se pueden
utilizar células que expresan moléculas transmembrana en su superficie celular como inmunégenos.

Células que producen anticuerpos se pueden obtener mediante la inmunizacion de los animales con antigenos de
sensibilizacidén apropiados que se describieron anteriormente. De manera alternativa, las células que producen
anticuerpos se pueden preparar mediante inmunizacion in vitro de linfocitos que pueden producir anticuerpos. Se
pueden utilizar diversos mamiferos para la inmunizacion; animales cominmente utilizados incluyen roedores,
lagomorfos y primates. Animales de este fipo incluyen, por ejemplo, roedores tales como ratones, ratas y hamsters;
lagomorfos fales como conejos; y primates que incluyen monos tales como monos cynomolgus, mongcs rheasus,
babuinos y chimpancés. Ademas, los animales fransgénicos que porian repertorios de genes de anticuerpe humano
también son conocidos, y los anticuerpos humanos se pueden obtener mediante el usc de esios animales (véase el
documento WO 96/34096; Mendez et al, Nat. Genet. 1897, 15: 146-56). En lugar de utilizar dichos animales
transgénicos, por ejemplo, los anticuerpos humanos deseados con actividad de union contra antigenos se pueden
obtener mediante sensibilizacion in vitro de linfocitos humanos con antigenos deseados o células que expresan los
antigenos deseados, y luego fusién de los linfocitos sensibilizados con células de mieloma humano tales como U266
{véase la publicacién Kokoku de solicitud de patente japonesa N® (JP-B) H01-59878 (solicitud de patente japonesa
aprobada y examinada publicada para oposicion)). Ademas, los anticuerpos humancs deseados se pueden obtener
meadiante inmunizacién de animales transgénicos gue pottan un repertorio completo de los genes de anticuerpo
humano, con antigenos deseados (véanse los documentos WO 83/12227, WO 92/03918, WO 24/02602, WO 96/34096
y WO 96/33735).

La inmunizacién de animales se puede realizar mediante dilucion y suspensidn apropiadas de un antigeno de
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sensibilizacion en solucién salina tamponada con fosfato {PBS), solucion salina fisioldgica ¢ similares, y mezclandolo
con un adyuvante para emulsionarlo, si fuera necesario. Luego esto se inyecta por via intraperitoneal o subcutanea
en los animales. Luego, el antigeno de sensibilizacién mezclado con adyuvante incompleto de Freund se administra
preferiblemente varias veces cada cuatro a 21 dias. La produccion de anticuerpo se puede confirmar al medir la
titlacion del anticuerpo de interés en suerc animal utilizando métodos convencionales.

Las células que producen anticuerpo, obtenidas de linfocitos o animales inmunizados con un antigeno deseado, se
pueden condensar con células de mieloma para generar hibridomas usando agentes de fusién convencionales {por
sjemplo, polietilenglicol) (Goding, Moncclonal Antibodies: Principles and Practice, Academic Press, 1988, 53-103).
Cuando sea necesario, las células de hibridoma se pueden cultivar y desarrollar, y se puede medir la especificidad de
unién del anticuerpo producido a partir de estos hibridomas usando metodos de analisis conocidos, tales como
inmunoprecipitacion, radicinmunoensayo (RIA) y ensayo inmunoabsorbente unido a la enzima (ELISA). Luego, los
anticuerpos de interés gue producen hibridomas, cuya especificidad, afinidad o actividad se ha determinado, se
pueden subclonar mediante métodos tales como dilucién limitada.

A continuacién, los genes que codifican los anticuerpos seleccionados se pueden clonar a partir de hibridomas o
células que producen anticuerpos (linfocitos sensibilizados y similares) usando sondas que se pueden unir
especificamente a los anticuerpos (por ejemplo, oligonuciedtidos complementarios a las secuencias que codifican las
regiones constantes del anticuerpo). También es posible clonar los genes de ARNm usando RT-PCR. Las
inmunoglobulinas se clasifican en cinco clases distintas, IgA, IgD, IgE, iIgG e IgM. Estas clases se dividen de manera
adicional en varias subclases (isotipos) (por ejemplo, IgG-1, 1gG-2, 1gG-3 e IgG-4; IgA-1 e IgA-2; y similares). Las
cadenas M y las cadenas L utilizadas en la presente invencién para producir anticuerpos no se encuentran limitadas
de manera particular y se pueden originar de anticuerpos que pertenacen a cualquiera de estas clases o subclases;
sin embargo, se prefiere particularmente IgG.

En la presente memoria, es posible modificar los genes que codifican la cadena H y los genes que codifican la cadena
L usando tecnologias de ingenieria genética. Los anticuerpos modificados genéticamente, tales como los anticuerpos
guiméricos y los aniicuerpos humanizados, que se han modificade ariificialmente a los efectos de disminuir la
inmunogenicidad heterdloga y similares contra seres humanos, se pueden producir de manera apropiada para
anticuerpos tales como anticuerpos de ratén, anticuerpos de rata, anticuerpos de conejo, anticuerpos de hamster,
anticuerpos de oveja y anticuerpos de camelio. Los anticuerpos quiméricos son anticuerpos que incluyen las regiones
variables de la cadena H y la cadena L de anticuerpo de mamifero no humano tal como anticuarpo de raton, y las
regiones constantes de la cadena H y la cadena L de anticuerpo humano. Los anticuerpos quiméricos se pueden
obtener ligando un ADN gque codifica una regién variable de un anticuerpo de ratén a un ADN gue codifica una region
constante de un anticuerpo humano, insertandolo en un vector de expresién e introduciendo el vector en un
hospedador para producir el anticuerpo. Un anticuerpo humanizado, que también se denomina anticusrpo humano
remoldeado, se puede sintetizar mediante PCR usando varios oligonucledtidos producidos de manera que tengan
partes solapantes en los extremos de las secuencias de ADN disefiadas para enlazar las regiones determinantes de
complementariedad (CDRs) de un anticuerpo de un mamifero no humano tal como un raton. El ADN resultante se
puede ligar a un ADN que codifica una region constante de anticuerpo humano. El ADN ligado se puede insertar en
un vector de expresion, v el vector se puede introducir en un huésped para producir el anticuerpo {véanse los
documentos EP 239400 y WO 96/025786). Las FRs de anticuerpc humanc que se ligan mediante la CDR se seleccionan
cuando {a CDR forma un sitio de unién al antigeno favorable. Si fuera necesario, los aminodacidos en la regién marco
de una regitn variable del anticuerpo se pueden sustituir de manera que la CDR del anticuerpe humano remoldeado
forme un sitio de unién al antigenc apropiado (K. Sato et al., Cancer Res. 1993, 53: 16.01-10.06).

Ademas de la humanizacién que se describi¢ anteriormente, los anticuerpos se pueden modificar para mejorar sus
propiedades biologicas, por ejemplo, la unién al antigeno. En la presente invencién, modificaciones de este tipo se
pueden lograr mediante métodos tales como mutagénesis dirigida al sitio (véase, por ejemplo, Kunkel (19.10.0} Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 82: 488), mutagénesis de PCR v mutagénesis de casete. En general, los anticuerpos mutantes
cuyas propiedades bicldgicas se han mejorado muestran homologia y/o similitud de secuencia de aminoacidos de
70 % o méas, mas preferiblemente 80 % 0 mas, y atn mas preferiblemente 90 % o mas {(por ejemplo, 95 % o mas,
97 %, 98 % 0 99 %), en comparacién con la secuencia de amincacidos de la regidn variable del anticuerpo original.
En la presente memoria, la homologia y/o similitud de secuencia se define como la relacion de los residuos de
aminocacidos que son homdélogos {mismo residuc) o similares (residuos de amincacidos, clasificados en el mismo
grupo basado en las propiedades generales de las cadenas laterales de aminodcidos) con los residuos de anticuerpo
originales, después de haber maximizado el valor de homologia de secuencia mediante alineamient de secuencia e
introduccion de huecos, si fuera necesario. En general, los residucs de amincacidos naturales se clasifican en grupos
en funcién de las caracteristicas de sus cadenas laterales de la siguiente manera:

{1) hidrofobos: alanina, isoleucina, valina, metionina y leucina;
{2) hidrofilos neutrales: asparagina, glutamina, cisteina, treonina y serina;
{3) acidos: acido aspartico y acido glutamico;

{4) basicos: arginina, histidina y lisina;
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(5) residuos que afectan la orientacion de la cadena: glicina y prolina; y
{6) aromaticos: tirosina, triptéfano y fenilalanina.

En general, un total de seis regiones determinantes de complementariedad (CDRs; regiones hipervariables) presentes
en las regiones variables de la cadena H y la cadena L interactilan entre si para formar un sitic de unién al antigeno
de un anticuerpo. También se sabe que una regién variable sola es capaz de reconocer y unirse a un antigeno, si bien
su afinidad es inferior a la afinidad del sitio de union total. Por lo tanto, los genes de anticuerpo que codifican la cadena
Hy la cadena L de la presente invencién pueden codificar fragmentos, cada uno de los cuales incluye el sitio de unién
al antigeno de la cadena H o la cadena L, en la medida en que el polipéptide codificado por el gen retenga la actividad
de unién al antigeno deseado.

Como se describié anteriormente, la regidn variable de la cadena pesada en general esta compuesta por tres CDRs y
cuatro FRs. En una realizacion preferida, de la presente invencion los residuos de aminodacidos gue se van a "modificar”
se pueden seleccionar de manera apropiada de residuos de aminoacidos, por ejemplo, en una CDR o FR. En general,
las modificaciones de residuos de aminoacidos en las CDRs pueden reducir 1a capacidad de unién al antigeno. Por lo
tanto, los residuos de aminodcidos apropiados que se van a "modificar” en la presente invencién se seleccionan
preferiblemente de residuos de aminoacidos en las FRs, pero no se limitan a estos. Es posible seleccionar aminoacidos
en una CDR en la medida en que se haya confirmado que la modificacion no reduce la capacidad de unidon. De manera
alternativa, mediante el uso de bases de datos plblicas o similares, los experios en la técnica pueden obtener
secuencias apropiadas que se pueden utilizar como una FR de regién variable de anticuerpo de un organismo tal
como ser humano o ratén.

Ademas, la presente divulgacion proporciona genes que codifican los anticuerpos de la presente invencion. Los genes
gue codifican los anticuerpos de la presente invencion puede ser cualquier gen, y puede ser ADN, ARN, anédlogos de
acido nucleico, o similares.

Ademas, la presente divulgacion también proporciona células huésped gue portan los genes que se describieron
anteriormente. Las células huésped no se limitan de manera particular e incluyen, por ejemplo, £ coli y diversas
células animales. Las células huésped se pueden utilizar, por ejemplo, como un sistema de produccion para producir
y exprasar los anticuerpos de la presente invenicién. Sistemas de produccion in vitro e in vivo se encuentran disponibles
para los sistemas de produccion de polipéptidos. Sistemas de produccion in vitro de este tipo incluyen, por gjempilo,
sistemas de produccitn gue usan células eucarioias ¢ células procarictas.

Células eucariotas que se pueden ulilizar como células huésped incluyen, por ejemplo, células animales, células
vegetales y células flingicas. Las células animales incluyen: células de mamifero, por ejemplo, CHO (J. Exp. Med.
(1995) 108: 94.0), COS, HEK293, 373, mieloma, BHK (rifién de cria de hamster). Hel.a, y Vero; células de anfibio tales
como oocitos de Xenopus iaevis (Valie et al., Nature (1981) 291: 338-340); y céiulas de insectos, tales como Sf9, Sf21
y Tn5. Se utilizan preferiblemente CHO-DG44, CHO-DX11B, células COS7, células HEK293 v células BHK para
expresar los anticuerpos de la presente invencion. Entre las células animales, las células CHO son particularmente
preferibles para la expresién a gran escala. Los vectores se pueden introducir en células huesped, por ejemplo,
mediante métodos de fosfato de calcio, métodos de DEAE-dextranc, métodos que utilizan DOTAP de liposomas
cationicos (Boehringer-Mannheim), métodos de electroporacion y métodos de lipofeccién.

Con respecto a las células vegetales, por ejemplo, células derivadas de Nicotiana tabacum y lentejas de agua (Lemna
minor} son conocidas como un sistema de produccién de proteinas. Se pueden cultivar callos a partir de estas células
para producir los anticuerpos de la presente invencion. Con respecto a las células fingicas, los sistemas de expresion
de proteinas conocidos son los que utilizan células de levadura, por ejemplo, células del género Saccharomyces (tal
como Saccharomyces cerevisiaey Saccharomyces pombe);y células de hongos filamaentosos, por ejemplo, del género
Aspergillus (tal como Aspergilius niger). Estas células se pueden utilizar como huésped para producir los anticuerpos
de la presente invencion.

Las células bacterianas se pueden ufilizar en los sistemas de produccién procariotas. Con respecto a las células
bacterianas, sistemas de produccién que utilizan Baciflus subtilis son conocidos ademas de los sistemas de produccion
que utilizan £. cofi que se describieron anteriormente. Sistemas de este tipo se pueden utiizar para producir los
anticuerpos de la presente invencion.

<Métodos de seleccions

La presente invencién proporciona métodos de seleccién de moléculas de unidn al antigeno, cuya actividad de unién
al antigeno a pH acido es infericr a la actividad a pH neutro. La presente invencion también proporciona métodos de
seleccién de moléculas de union al antigeno que se pueden unir de manera individual a muliples antigenocs. La
presente invencidn también proporciona métodos de seleccién de moléculas de unidn al antigeno que son supericres
en la retencion en plasma. La presente invencién también proporcicna métodos de seleccién de una molécula de unién
al antigenc que se disocia dentro de una célula de un antigeno unido de manera extracelular. La presente invencion
también proporciona métodos de selsccion de una molécula de unidn al antigeno que se une a un antigeno y se
internaliza en una célula, y se libera al exterior de 1a célula de forma libre de antigeno. La presente invencidn también
proporciona métodos de seleccion de una molécula de unidn al antigenc que ha aumentado la capacidad de eliminar
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antigenos en plasma. Ademas, la presente invencidn también proporciona métodos de seleccion de moléculas de
unién al antigeno que son particularmente Utiles cuando se utilizan como composiciones farmacéuticas.

De manera especifica, la presente invencion proporciona métodos de seleccion de moléculas de unién al antigeno
gue comprenden las etapas de:

{a) determinar la actividad de unién al antigeno de una molécula de union al antigeno a pH 6,7 a pH 10,0;
{b} determinar la actividad de unién al antigeno de la molécula de unién al antigeno apH 4,0 apH 6,5;y

{c) seleccionar una molécula de unién al antigeno, cuya actividad de unidn al antigeno a pH 6,7 a pH 10,0 sea
superior a la actividad de unién al antigeno a pH 4,0 a pH 6,5.

En los métodos de seleccién de la presente invencion, la actividad de unién al antigeno de la molécula de unién al
antigenc a pH 6,7 a pH 10,0 no se encuentra limitada de manera particular, en la medida en que sea una actividad de
unién al antigenoc a pH entre pH 6,7 y pH 10,0. Sin embargo, por ejemplo, una actividad de unién al antigeno preferida
es una actividad de unidn al antigeno a un pH entre pH 7,0 y pH 8,0, y una actividad de unién al antigeno mas preferida
es una actividad de unién al antigeno a pH 7,4. Ademas, la actividad de unidn al antigenc de la molécula de unién al
antigeno a pH 4,0 a pH 6,5 no se encuentra limitada de manera particular, en la medida en que sea una actividad de
unién al antigeno a pH entre pH 4,0 y pH 6,5. Sin embargo, por ejemplo, una actividad de union al antigeno preferida
es una actividad de union al antigeno a pH entre pH 5,5 y pH 6,5 vy una actividad de unién al antigeno preferida es una
actividad de uni6n al antigenc a pH 5,8 o pH 5,5.

La actividad de union al antigeno de una molécula de unién al antigeno se puede determinar mediante los métodos
conocidos por los expertos en la técnica. Los expertos en la técnica pueden determinar de manera apropiada las
condiciones distintas del pH. La actividad de union al antigeno de una molécula de unién al antigeno se puede evaluar
como constante de disociacion (KD), constante aparente de disociacién (KD aparents), velocidad de disociacion (kd),
velocidad aparente de discciacion (ko aparente} o similares. Estas constantes se pueden determinar mediante los
métodos conocidos por los expertos en la técnica, por ejemplo, utilizando Biacore {GE Healthcare), grafica Scatchard,
o FACS.

En la presente memoria, "la etapa de seleccién de una molécuia de unién al antigeno cuya actividad de unién al
antigenoc a pH 6,7 a pH 10,0 es superior a la actividad a pH 4,0 a pH 6,5" tiene el mismo significado que "la etapa de
seleccidn de una molécula de unién al antigeno, cuya actividad de unién al antigeno a pH 4,0 a pH 6,5 es infericra la
actividad a pH 6,7 a pH 10,0".

La diferencia entre la actividad de unién al antigeno a pH 8,7 a pH 10,0 y la actividad a pH 4,0 a pH 8,5 no se limita
de manera particular en {a medida en que la actividad de union al antigeno a pH 6,7 a2 pH 10,0 sea superior a la
actividad a pH 4,0 a pH 6,5. Sin embargo, la actividad de unién al antigeno a pH 6,7 a pH 10,0 es preferiblemente el
doble o mas, mas preferiblemente diez veces o mas, y aln mas preferiblemente 40 veces o mas que la actividad de
unién al antigeno a pH 4,0 apH 6,5.

Ademas, la presente invencidn también proporciona métodos de seleccidén de moléculas de unidn al antigeno que
comprenden las etapas de:

{(a) unir una molécula de unién al antigeno a un antigeno bajo una condicién de pH 6,7 a pH 10,0;

—

b) colocar la molécula de union al antigeno gue se unié al antigeno de (a) bajo una condicion de pH 4,0 a pH 8,5;

~

{c) obtener la molécula de union al antigeno que se disocid bajo una condicion de pH 4,0 a pH 6,5.

Ademas, la presente invencion también proporciona métodos de seleccion de moléculas de unidn al antigeno que
comprenden las etapas de:

{a) seleccionar una molécula de unién al antigenc que no se une a un antigeno bajo una condicién de pH 4,0 a
pH 6.,5; (b) unir la molécula de unién al antigeno seleccionada en (a) a un antigeno bajo una condicién de pH 6,7
apHi00;y

(c) obtener la molécula de unién al antigeno que se unié al antigeno bajo la condicion de pH 6,7 a pH 10,0.

Ademas, la presente invencion también proporciona métodos de seleccidén de moléculas de unién al antigeno que
comprenden las etapas de:

{a) unir una molécula de unién al antigeno a un antigeno bajo una condicién de pH 6,7 a pH 10,0;
{(b) colocar la molécula de unidn al antigeno gue se unié al antigenc de (a} bajo una condicién de pH 4,0 a pH 6,5;

{c) obtener la molécula de unién al antigeno que se disocid bajo ia condicion de pH 4,0 a pH 6,5;
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(d) amplificar el gen gue codifica la molécula de unién al antigeno que se disocid; v
{e) obtener la molécula de unién al antigeno eluida.

Se pueden repetir las etapas (a) a (d} dos veces o mas. Por lo tanto, la presente invencién proporciona los métodos
gue se describieron anteriormente que incluyen, ademas, una etapa de repelir las etapas de {a) a (d) dos veces ¢ mas.
La cantidad de veces gue se pueden repetir las etapas de (a) a (d) no se encuentra limitada de manera particuiar; sin
embargo, la cantidad en general es de diez veces ¢ menos.

Ademas, la presente invencién también proporciona métodos de seleccién de moléculas de unidn al antigeno que
comprenden las etapas de:

{a) seleccionar una molécula de unidn al antigenc que no se une a un antigeno bajo una condicion de pH 4,0 a
pH 6,5;

{b) unir la molécula de unién al antigeno seleccionada en (a) a un antigeno bajo una condicion de pH 6,7 a pH 10,0;
{c) obtener la molécula de unién al antigeno que se unid al antigeno bajo la condicién de pH 8,7 a pH 10,0;

{d) amplificar el gen gue codifica la molécula de unién al antigeno que se disocio; y

{e) recoger fa molécula de unidn al antigeno eluida.

Se pueden repetir las etapas (a) a (d) dos veces o mas. Por lo tanto, la presente invencion proporciona los métodos
que se describieron antericrmente que incluyen, ademas, una etapa de repetir las etapas de {(a) a (d) dos veces o mas.
La cantidad de veces gue se puedan repetir las etapas de (a} a (d} no se encuentra limitada de manera particular; sin
embargo, la cantidad en general es de diez veces ¢ menos.

Cuando la fagoteca o similares se utiliza en los métodos de seleccién de la presente invencion, la etapa de amplificar
el gen que codifica la molécula de unién al antigeno también puede ser una etapa de amplificar fagos.

En los métodos de la presente invencion, la unidn de la molécula de unién al antigeno y el antigeno se puede realizar
en cualquier estado, sin limitacién particular. Por ejemplo, la unién de la molécula de unién al antigeno y el antigeno
se puede realizar al contactar un antigeno con una molécula de unién al antigeno inmovilizada, o al contactar una
molécula de unién al antigeno con un antigeno inmovilizado. De manera alternativa, la unién de la molécula de unién
al antigeno y el antigenoc se puede realizar al contactar el antigeno y la molécula de unién al antigeno en una solucion.

Ademas, la presente invencién también proporciona métodos de seleccion de moléculas de unién al antigenc, cuya
actividad de union a un primer pH sea superior a la actividad a un segundo pH, que comprende las etapas de:

{a) unir una molécula de unidn al antigeno a una columna inmovilizada con antigeno bajo 1a condicidén de un
primer pH;

{b) eluir la molécula de unién al antigeno que se ha unido a la columna al primer pH de la columna bajo la
condicién de un segundo pH; y

{c) obtener la molécula de unién al antigeno eluida.

Ademas, la presente invencion también proporciona métodos de seleccion de moléculas de unidn al antigeno, cuya
actividad de union a un primer pH sea menor que la actividad a un segundo pH, que comprende las etapas de:

{a) hacer pasar una molécula de unidn al antigeno a través de una columna inmovilizada con antigeno bajo la
condicion de un primer pH;

{b) recoger la molécula de unién al antigeno que se eluyd sin unirse a la columna en la etapa {(a);
{c) unir la molécula de unién al antigeno recogida en (b} a una columna bajo la condicidn de un segundo pH; vy
{d) obtener ia molécula de union al antigeno que se unid a la columna en la etapa (c).

Ademas, la presente invencién también proporciona métodos de seleccidén de moléculas de unién al antigeno, cuya
actividad de unién a un primer pH sea superior a la actividad a un segundo pH, que comprende las etapas de:

{a) unir una genoteca de moléculas de unidén al antigeno a una columna inmovilizada con antigeno hajo la
condicion de un primer pH;

{b) eluir ia molécula de unién al antigeno de la columna bajo la condicién de un segundo pH;

{c) amplificar el gen que codifica la molécula de unién al antigeno eluida; y
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{(d) obtener fa molécula de unién al antigeno eluida.

Se pueden repetir las etapas (a) a (¢) dos veces o mas. Por lo tanto, la presents invencién proporciona los métodos
que se describieron anteriormente que incluyen, ademas, la etapa de repstir las etapas de (a) a (¢} dos veces ¢ mas.
La cantidad de veces que se pueden repetir las etapas de (a) a (¢} no se encuentra limitada de manera particular; sin
embargo, la cantidad en general es de diez veces ¢ menos.

En la presente invencion, cada uno del primer y segundo pHs puede ser cualquier pH, en la medida en que no sean
idénticos. En una combinacion preferida del primer v segundo pHs, por ejemplo, el primer pH es entre pH 6,7 y pH
10,0, y el segundo pH es entre pH 4,0 v pH 6,5; en una combinacion mas preferida, el primer pH es entre pH 7,0 y pH
8,0 y el segundo pH es entre pH 5,5 y pH 6,5; y en una combinacion atn més preferida, el primer pH es pH 7,4 y &l
segundo pH es pH 5,8 0 pH 5,5.

En otra combinacion preferida del primer y segundo pHs, por ejemplo, el primer pH es entre pH 4,0 y pH 6,5, v &l
segundo pH es entre pH 8,7 y pH 10,0; en una combinacién mas preferida, el primerpH es entre pH 55y pH 6,5y el
segundo pH es entre pH 7,0 y pH 8,0; y en una combinacién alin mas preferida, el primerpH es pH 5,8 0 pH 5,5 y ¢l
segundo pH es pH 7.4,

Moléculas de unidon al antigeno que se seleccionan mediante los métodos de la presente invencién pueden ser
cualguier molécula de union al antigeno. Por ejemplo, es posible utilizar las moléculas de unién al antigeno que se
describieron anteriormente en el analisis de la presente invencidn. Por gjemplo, es posible seleccionar moléculas de
unidn al antigeno que incluyen moléculas de unidn al antigeno o secuencias naturales que incluyen las secuencias de
amincacidos con sustituciones. Moléculas de unidn al antigeno preferidas que se seleccionan en la presente invencion
incluyen, por ejemplo, moléculas de unidn al antigeno en las gue al menos un aminoacido se sustituye con histidina o
se inserta al menos una histidina. Ei sitio de introduccién de sustitucion o insercion de histidina no se encuentra limitado
de manera particular, v se pueden introducir en cualquier sitic. Ademas, la sustitucién o insercién de histidina se
pueden introducir en un sitio, o se pueden introducir en dos o mas sitics. Ademas, moléculas de union al antigeno
preferidas que se seleccionan en la presente invencién incluyen, por gjemplo, las moléculas de unidn al antigeno que
incluyen regiones constantes de anticuerpo modificadas.

Las moléculas de unién al antigeno que se seleccionan mediante los métodos de la presente invencion puade ser un
cierto nGmero de moléculas de unién al antigenc distintas introducidas con sustituciones o inserciones de histidina en
distintos sitios, por ejemplo, mediante barrido de histidina.

Por lo tanto, los métodos de seleccion de la presente invencion pueden comprender, ademas, |a etapa de sustituir al
menos un aminodcido en la molécula de unidn al antigeno con histidina o insertar al mencs una histidina en la molécula
de unién al antigeno.

En los métodos de seleccion de la presente invencién, se pueden utilizar amincacidos no naturales en lugar de
histidina. Por lo tanto, la presente invencién también se puede comprender reemplazando la histidina mencionada
anteriormente por aminoacidos no naturales.

Ademas, los métodos de seleccion de la presente invencion pueden comprender, ademas, la etapa de modificar los
aminoécidos de regiones constantes del anticuerpo.

Las sustancias de unién al antigeno que se seleccionan mediante los métodos de seleccién de la presente invencion
se pueden preparar mediante cualquier método. Por gjemplo, es posible utilizar anticuerpos pre-existentes, genotecas
pre-existentes (fagotecas y similares), anticuerpos y genotecas que se preparan a partir de hibridomas obtenidos
mediante la inmunizacién de animales o a partir de linfocitos B de animales inmunizados, anticusrpos y genoiecas
(genotecas con alto contenido de histidina o un aminoacido no natural, genotecas intrcducidas con histidina o un
aminocacido no natural en sitos especificos y similares) preparados mediante la introduccién de mutaciones de histidina
o mutaciones de aminoacidos no naturales en los anticuerpos y las genotecas mencionadas anteriormente, etcétera.

Moléculas de unién al antigeno que se unen a los antigencs multiples vecas que, por lo tanto, son superiores en la
retencion en plasma, se pueden obtener mediante los métodos de seleccidon de la presente invencién.Por lo tanto, los
métodos de seleccion de la presente invencidn se pueden utilizar como métodos de seleccién para obtener moléculas
de unién al antigeno que sean superiores en la retencién en plasma.

Ademas, las moléculas de union al antigeno gue se pueden unir al antigeno dos o mas veces cuando se administran
a animales, tales como seres humanos, ratones 0 monos, se pueden obtener mediante los métodos de seleccidn de
la presente invencién. Por lo tanto, los métodos de seleccién de la presente invencidn se pueden utilizar como métodos
de seleccion para obtener moléculas de unién al antigeno gue se puedan unir al antigeno dos o mas veces.

Ademas, las moléculas de unidn al antigeno que son capaces de unirse a mas antigenos en comparacion con la
cantidad de sus sitios de union al antigeno cuando se administran a animales, tales como seres humanos, ratones o
monos se pueden obtener mediante los métodos de seleccién de la presente invencion. Por lo tanto, los métodos de
seleccién de la presente invencién se pueden utilizar como métodos de seleccién para cbtener moléculas de unidn al
antigenc capaces de unirse a mas antigenos en comparacién con la cantidad de sus sitios de unién al antigeno. Por
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ejemplo, cuando el anficuerpo es un anticuerpo de neutralizacion, los métodos de seleccion de la presente invencion
se pueden utilizar como métedos de seleccidn para obtener moléculas de unién al antigeno que puedan neutralizar
mas antigenos en comparacion con la cantidad de los sitios de unién al antigeno de las moléculas de unién al antigeno.

Ademas, las moléculas de unidn al antigeno que son capaces de disociarse dentro de una célula de un antigeno unido
de manera extracelular cuando se administran a animales, tales como seres humanos, ratones ¢ monos, se pueden
obtener mediante los métodos de seleccidn de la presente invencion. Por lo tanto, los métodos de seleccién de la
presente invencion se pueden utilizar como métodos de seleccidon para obtener moléculas de unién al antigeno
capaces de disociarse dentro de una célula de un antigeno unido de manera extracelular.

Ademas, moléculas de unidn al antigeno que se unen a un antigeno y se internalizan en una céluia y se liberan al
exterior de la célula de forma libre de antigeno cuando se administran a animales, tales como seres humanos, ratones
o monos, se pueden obtener mediante los métodos de seleccidon de la presents invencién. Por lo tanto, los métodos
de seleccién de la presente invencioén se pueden utilizar como métodos de seleccién para obtener moléculas de unién
al antigeno que se unan a un antigeno y se internalicen en una célula, y se liberen al exterior de la célula de forma
libre de antigeno.

Ademas, las moléculas de unién al antigeno que puaden sliminar antigenos de forma rapida en plasma cuando se
administran a animales, tales como seres humanos, ratcnes 0 monoes, se pueden obtener mediante los métodos de
seleccién de la presente invencién. Por lo tanto, los métodos de seleccion de ia presente invencion se pueden utilizar
como métodos de seleccién para obtener moléculas de union al antigeno con mayor (alta) capacidad de eliminacion
de antigenos en plasma.

Ademas, se espera que moléculas de unidn al antigeno de este tipo sean particularmente superiores como agentes
farmacéuticos, dado que se pueden reducir la dosis y frecuencia de administracién en los pacientes y, como resuitado,
se puede reducir la dosificacion total. Por lo tanto, los métodos de seleccion de la presente invencion se pueden utilizar
como métodos de seleccién para las moléculas de unién al antigeno para su uso como composicionas farmacéuticas.

Ademas, la presente invencién proporciona genotecas en las que el contenido de histidina aumenta en comparacion
con las genotecas originales. Genotecas que contienen moléculas de unién al antigeno con un mayor contenidc de
histidina se pueden utilizar en los métodos de seleccion que se describieron anteriormente y los métodos de produccion
gue se describen mas adelante en la presente.

Genotecas con un mayor contenido de histidina se pueden preparar mediante los métodos conocidos por los expertos
en la técnica, que incluyen el siguiente método. Se pueden incorporar 20 tipos de codones tripletes (trinucledtidos)
que codifican 20 tipos de aminoacidos en la misma frecuencia cuando se sintetizan acidos nucleicos para preparar
una genoteca mediante el método de trinucledtido (J Mol Biol. 29 de febrero de 2008; 376(4): 1182-200). Como
resultado, se puede hacer que la posicion mutada para la genoteca contenga 20 tipos de aminoécidos con la misma
probabilidad. La frecuencia de histidina en la posicion mutada para la genoteca puede aumentar al aumentar la
proporcion de un trinucledtido que codifica histidina en comparacion con los amincacidos restantes entre los 20 tipos
en la sintesis.

<Métodos para producir moléculas de union al antigeno>

La presente invencién proporciona métodos para producir moléculas de union al antigeno, cuya actividad de unién al
antigenc a pH endosémico sea inferior a la actividad a pH del plasma. La presente invencion también proporciona
métodos para producir moléculas de unién al antigeno que sean superiores en la retencién en plasma. La presente
invencién también proporciona métodos para producir moléculas de unidn al antigeno que sean particularmente Gtiles
cuando se utilizan como composiciones farmacéuticas.

Especificamente, la presente invencidn proporciona métodos para producir moléculas de union al antigeno, que
comprenden las etapas de:

{a) determinar la actividad de unidn al antigeno de una molécula de unién al antigeno a pH 6,7 apH 10,0;
{b) determinar la actividad de unién al antigeno de la molécula de unién al antigeno a pH 4,0 a pH 6,5;

{c} seleccionar una molécula de union al antigeno cuya actividad de unién al antigeno a pH 6,7 a pH 10,0 sea
superior a la actividad a pH 4,0 a pH 6,5;

{d) obtener el gen que codifica la molécula de unién al antigeno que se selecciona en (¢); v
{e} producir la molécula de unién al antigenc utilizando el gen obtenido en (d).

La presente invencion también proporciona métodos para producir moléculas de union al antigeno, que comprenden
las etapas de:

{a) unir una molécula de unién al antigeno a un antigeno a pH 6,7 a pH 10,0;
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(b} permitir gue la molécula de unidn al antigeno unida al antigeno de (a) permanezca a pH 4,0 a pH 6,5;
(c) recoger la molécula de unién al antigeno que se disocié a pH 4,0 a pH 6,5;

(d} obtener el gen que codifica la molécula de unién al antigeno obtenida en (¢); v

{e) producir la molécula de unién al antigeno con el gen obtenido en (d).

Ademas, la presente invencion también proporciona métodos para producir moléculas de unién al antigeno, gue
comprenden las etapas de:

{a) seleccionar una molécula de unién al antigeno gue no se une al antigeno bajo la condicién de pH 4,0 a pH 6,5;

{b} unir el antigenc bajo la condicién de pH 6,7 a pH 10,0 a la molécula de unién al antigeno que se selecciona
en (a);

{c} recoger la molécula de unidn al antigeno gue se unié al antigeno hajo la condicién de pH 6,7 a pH 10,0;
{(d) obtener el gen que codifica la molécula de unién al antigeno recogida en (¢c); v
{e) producir la molécula de unién al antigeno utilizando el gen obtenido en (d).

Ademas, la presente invencién proporciona métodos para producir moleculas de unién al antigenc, que comprenden
las etapas de:

{(a) unir una molécula de unién al antigeno a un antigeno bajo la condicién de pH 6,7 a pH 10,0;

{b) permitir que la molécuia de union al antigeno que se unié al antigeno en (a) permanezca a pH 4,0 a pH 6,5;
{c) recoger la molécula de unién al antigeno gus se disocid bajo ia condicion de pH 4,0 a pH 6,5;

{(d) amplificar el gen gue codifica la molécula de union al antigeno disociada;

{e) recoger ia molécula de unién al antigeno eluida;

() obtener el gen que codifica la molécula de unién al antigeno recogida en (e); y

{g) producir la molécula de unién al antigenc con el gen obtenido en (f).

Se pueden repetir las etapas (a) a {d) dos veces ¢ més. Por lo tanto, la presente invencién proporciona los métodos
que se describieron anteriormente que comprende, ademas, la etapa de repetir ias etapas (a) a (d) dos veces o mas.
La cantidad de veces que se pueden repetir las etapas (a) a (d) no se encuentra limitada de manera particular; sin
embargo, generalmente es de diez veces ¢ menos.

Ademas, la presente invencién proporciona métodos de seleccion de moléculas de unidn al antigeno, que comprenden
las etapas de:

{a) seleccionar una molécula de unién al antigeno que no se une a un antigeno bajo la condicién de pH 4,0 a
pH 6,5;

{b} unir el antigeno bajo la condicion de pH 6,7 a pH 10,0 a la molécula de unién al antigeno que se selecciona
en (a};

{c) recoger la molécula de union al antigeno que se unié al antigeno bajo la condicién de pH 6,7 a pH 10,0;
{d) amplificar el gen gue codifica la molécula de unién al antigeno disociada;

{e) recoger la molécula de unién al antigeno eluida;

{f} obtener el gen que codifica la molécula de unién al antigeno recogida en (8); vy

{g) producir la molécula de unién al antigeno utilizando el gen obtenido en {f).

Se pueden repetir las etapas (a) a (d) dos veces ¢ mas. Por lo tanto, la presente invencién proporciona los métodos
que se describieron anteriormente, gue comprenden, ademas, la etapa de repetir las etapas (a) a (d) dos veces o més.
l.a cantidad de veces que se pueden repetir las etapas (a) a (d) no se encuenira limitada de manera particular; sin
embargo, generalmente es de diez veces ¢ menos.

Ademas, la presente invencidn proporciona métodos para producir moléculas de union al antigenc, cuya actividad de
unién a un primer pH sea superior a la actividad a un segundo pH, que comprenden las etapas de:
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{a) unir la molécula de unién al antigeno a una columna inmovilizada con antigenc bajo la condicion del primer pH;

{b) eluir la molécula de unién al antigeno que se encuentra unida a la columna bajo la condicion del primer pH
de la columna bajo la condicién de un segundo pH;

{c) recoger la molécula de unién al antigeno eluida;
{d) obtener el gen que codifica la molécula de union al antigeno recogida en (¢); vy
{(e) producir la molécula de unién al antigeno utilizando el gen obtenido en (d}.

Ademas, la presente invencion proporciona métodos para producir moléculas de unién al antigeno, cuya actividad de
uniéon a un primer pH sea superior a la actividad a un segundo pH, gue comprenden las etapas de:

{(a) unir una genoteca de moléculas de unién al antigeno a una columna inmovilizada con antigeno al primer pH;
(b} eluir fa molécula de unidn al antigeno de la columna bajo la condicion del segundo pH;

{c} amplificar el gen que codifica la molécula de unidn al antigeno eluida;

{d) recoger la molécula de unién al antigeno eluida;

{(e) obtener el gen gue codifica la molécula de union al antigeno recogida en (d); vy

{f) producir la molécula de unién al antigeno con el gen obtenido en (g).

Se pueden repetir las etapas (a) a (¢} dos veces o mas. Por lo tanto, la presente invencioén proporciona los métodos
gue se describieron anteriormente, que comprenden, ademas, 1a etapa de repetir las etapas (a) a (¢} dos veces o mas.
La cantidad de veces que se pueden repetir las etapas (a} a (¢) no se encuentra limitada de manera particular; sin
embargo, generalmente es de diez veces 0 menos.

Cuando se utiliza una fagoteca en los métodos de produccion de la presente invencion, la etapa de ampiificar ef gen
que codifica ia molécula de union al antigeno puede ser la etapa de amplificacién de fagos.

Las sustancias de unién al antigeno que se utilizan en los métodos de produccién de la presents invencién se pueden
preparar mediante cualquier método. Por ejemplo, es posible utilizar anticuerpcs pre-existenies, genoctecas pre-
existentes (fagotecas y similares), anticuerpos y genotecas que se preparan a partir de hibridomas obtenidos mediante
la inmunizacion de animales o a partir de linfocitos B de animales inmunizados, anticuerpos y genctecas (genotecas
con alto contenido de histidina o un aminoécido no natural, genotecas introducidas con histidina o un aminoacido no
natural en sitics especificos y similares) preparadas mediante fa introduccién de mutacionas de histidina o mutaciones
de aminoécidos no naturales en los anticuerpos y genotecas que se describieron anteriormente, etc.

En los métodos de produccion gue se describieron anteriormente, la actividad de unién al antigeno de la molécula de
unién al antigeno a pH 6,7 a pH 10,0 no se encuentra limitada de manera particular, en la medida en gque la actividad
de unidn al antigeno sea una actividad de unidn al antigenc a pH entre pH 6,7 y pH 10,0. Una actividad de unién al
antigeno preferida es una actividad a pH entre pH 7,0 y pH 8,0 y una actividad de uni6n al antigenc mas preferida es
una actividad a pH 7,4. De manera alternativa, la actividad de unién al antigeno de la molécula de unién al antigeno a
pH 4,0 a pH 8,5 no se encuentra limitada de manera particular, en la medida en que la actividad de unidn al antigeno
sea una actividad de unidn al antigeno a pH entre pH 4,0 y pH 6,5. Una actividad de unién al antigeno preferida es
una actividad a pH entre pH 5,5 y pH 6,5 y una actividad de unién al antigeno mas preferida es una actividad a pH 5,8
o pH5,5.

La actividad de unién al antigenc de una molécula de unién al antigeno se pusde determinar mediante los métodos
conocidos por los expertos en la técnica. Los expertos en la técnica pueden determinar de manera apropiada las
condiciones distintas del pH.

La etapa de seleccionar fas moléculas de unién al antigeno cuya actividad de union al antigeno a pH 6,7 apH 10,0 es
superior a la actividad a pH 4,0 a pH 6,5 es sindnimo de la etapa de seleccionar moléculas de union al antigeno cuya
actividad de union al antigenoc a pH 4,0 a pH 6,5 es inferior a la actividad a pH 6,7 a pH 10,0.

La diferencia en la actividad de unidn al antigeno a pH 6,7 a pH 10,0 y la actividad a pH 4,0 a pH 6,5 no se encuentra
limitada de manera particular en la medida en que la actividad de union al antigeno a pH 6,7 a pH 10,0 sea superior a
la actividad a pH 4,0 a pH 6,5. La actividad de unién al antigenc a pH 6,7 a pH 10,0 es preferiblemente el doble ¢ mas,
mas preferiblemente diez veces o0 mas, y aun mas preferiblemente 40 veces 0 mas que la actividad a pH 4,0 a pH 6,5.

En los métodos de produccién gue se describieron anteriormente, la molécula de union al antigenc se puede unir al
antigeno en cualquier condicidn, v la condicion no se encuentra limitada de manera particular. Por ejemplo, la molécula
de unién al antigeno se puede unir al antigenc al contactar el antigeno con la molécula de unién al antigeno
inmovilizada, o al contactar la molécula de unién al antigenc con el antigeno inmovilizado. De manera alternativa, la
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molécula de unién al antigenc se puede unir al antigeno al contactar el antigeno y la molécula de unién al antigenc en
una solucion.

En los métodos de produccion que se describieron anteriormente, cada uno del primer y segundo pHs puede ser
cualguier pH, en la medida en que no sean idénticos. En una combinacion preferida del primer y segundo pHs, por
ejemplo, el primer pH es entre pH 6,7 y pH 10,0, v ef segundo pH es entre pH 4,0 y pH 6,5; en una combinacién mas
preferida, el primer pH es entre pH 7,0 y pH 8,0 v el segundo pH es entre pH 5,5 y pH 6,5; v en una combinacion aln
més preferida, el primer pH es pH 7,4 v el segundo pH es pH 5,8 o pH 5,5,

En otra combinacién preferida del primer y segundo pHs, por ejemplo, el primer pH es entre pH 4,0 y pH 6,5, v ¢l
segundo pH es entre pH 6,7 vy pH 10,0; en una combinacion mas preferida, el primer pH es entre pH 5,5y pH 6,5 vy &l
segundo pH es entre pH 7,0 y pH 8,0; y en una combinacién atn mas preferida, el primerpH es pH 5,8 0 pH 5,5y el
segundo pH es pH 7.4,

Moléculas de unién al antigeno que se prcducen mediante los métodos de produccion que se describieron
anteriormente pueden ser cualquier molécula de unién al antigeno. Moléculas de unidn al antigeno preferidas inciuyen,
por ejemplo, moléculas de unién al antigeno en las que al menos un aminoacido se sustituye con histidina. El sitio en
el que se introduce dicha mutacién de histidina no se encuentra limitado de manera particular, y se puede introducir
en cualquier sitic. Ademas, la mutacion de histidina se puede introducir en un sitio o en dos o méas sitios.

Por lo tanto, los métodos de produccion de la presente invencion pueden comprender, ademas, la stapa de sustituir
al menos un aminoacido en una molécula de unién al antigenc con histidina.

En los métodos de produccion de la presente invencion, se pueden utilizar aminoacidos no naturales en lugar de
histidina. Por io tanto, la presente invencidn también se puede comprender reemplazando la histidina mencionada
anteriormente por aminoacidos no naturales.

Ademas, en otra realizacion, las moléculas de unidn al antigeno gue se producen mediante los métedos de produccion
que se describieron anteriormente inciuyen, por ejemplo, las moléculas de unidén al antigeno que incluyen regiones
constantes de anticuerpo modificadas. Por consiguiente, los métodos de produccidn de la presente invencién pueden
comprender, ademas, la etapa de modificar los aminoacidos de regiones constantes del anticuerpo.

Las moléculas de unién al antigeno que se producen mediante los métodos de produccion de la presente invencién
son superiores en la retencién en plasma. Por lo tanto, los métodos de produccion de la presente invencién se pueden
utilizar como métodos de produccion de moléculas de unidn al antigeno que sean superiores en la retencién en plasma.

Ademas, se espera gue las moléculas de unidn al antigenc producidas mediante los métodos de produccitn sean
capaces de unirse al antigeno dos veces o0 mas cuando se administran a animales, tales como seres humanos, ratones
o monos. Por lo tanto, los métodos de produccién de la presents invencion se pueden utilizar como métodos de
produccién de moléculas de union al antigeno que son capaces de unirse al antigeno dos veces ¢ mas.

Ademas, se espera que las moléculas de unién al antigeno producidas mediante los métodos de produccidn de la
presente invencién sean capaces de unirse a mas antigenos en comparacion con la cantidad de sus sitics de unién al
antigeno cuandoc se administran a animales, tales como seres humanos, ratones o mones. Por lo tanto, los métodos de
produccion de la presente invencion se pueden utilizar como métodos de produccidén de moléculas de unién al antigeno
gue sean capaces de unirse a mas antigenos en comparacién con la cantidad de sus sitios de unidn al antigeno.

Ademas, se espera que las moléculas de union al antigeno producidas mediante los métodos de produccion de la
presente invencion sean capaces de disociarse dentro de una célula de un antigeno unido de manera extracelular
cuando se administran a animales, tales como seres humanos, ratongs ¢ monos. Por o tanto, los métodos de
produccién de la presente invencién se pueden utilizar como métodos de produccion de moléculas de unibn al antigeno
gue sean capaces de disociarse dentro de una célula de un antigenc unido de manera extracelular.

Ademas, se espera que las moléculas de unién al antigenc producidas mediante los métodos de produccién de la
presente invencién sean capaces de unirse a un antigenc y de internalizarse en una célula, asi como liberarse al
exterior de la célula de forma libre de antigeno, cuando se administran a animales, tales como seres humanos, ratones
o monos. Por lo tanto, los métodos de produccién de la presents invencion se pueden utilizar como métodos de
producir moléculas de unién al antigeno que sean capaces de unirse a un antigeno y de internalizarse en una célula
y liberarse al exterior de la célula de forma libre del antigeno.

Ademas, se espera que las moléculas de union al antigeno que se producen mediante los métodos de produccion que
se describen en la presente invencion sean capaces de eliminar de forma rapida los antigenos del plasma cuando se
administran a animales, tales como seres humanos, ratones ¢ monos. Por lo tanto, los métodos de produccion de la
presente invencidn se pueden utilizar como un método para producir moléculas de unién al antigeno con una mayor
(alta) capacidad para eliminar antigenos en el plasma.

Ademas, moléculas de union al antigeno de este tipo pueden reducir la cantidad de dosis en pacientes y se espera
gue sean particularmente superiores como agentes farmacéuticos. Por lo tanto, los métodos de producciéon de la

33



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2978 400 T3

presente invencion se pueden utilizar como métodos de produccion de moléculas de unién al antigeno para su uso
como composiciones farmacéuticas.

Los genes obtenidos mediante los métodos de produccion de la presente invencién se llevan tipicamente mediante
(insertados en) vectores apropiades y luego se introducen en células huésped. Los vectores no se encueniran
limitados de manera particular en la medida en que retengan de forma estable los acidos nucleicos insertados. Por
ejemplo, cuando se utiliza Escherichia coli (E. coliy como huésped, vectores de clonacion preferidos incluyen el vector
pBluescript (Stratagene); sin embargo, se pueden utilizar diversos vectores disponibles comercialmente. Al utilizar
vectores para producir las moléculas de unidon al antigeno de la presente invencién, los vectores de expresion son
particularmente (files. Los vectores de expresion no se encuentran limitados de manera particular en la medida en
que los vectores expresen las moléculas de unidn al antigeno in vitro en E. coli, en células de cultivo, o en el cuerpo
de un organismo. Por ejemplo, se prefiere el vector pBEST (Promega} para la expresion in vitro; se prefiere el vector
pET (Invitrogen) para E. coli.; se prefiere el vector pME18S-FL3 (nGimero de acceso a GenBank AB009864) para las
células de cultivo; y se prefiere el vector pMEISS (Mol Cell Biol. 8:466-472 (1988)) para cuerpos de organismos. Los
ADN de la presente invencion se pueden insertar en los vectores mediante métodos convencionales, por ejemplo,
mediante ligacion con sitios de enzima de restriccion (Current protocols in Molecular Biology, edit. Ausubel ef al,,
(1987) Editores John Wiley & Sons, Seccién 11.4-11.11).

Las células huésped gue anteceden no se encueniran limitadas de manera particular, y se pueden utilizar diversas
células huésped dependiendo del propésito. Ejemplos de células para la expresién de las molécuias de unién al
antigeno incluyen células bacterianas (tales como las de Streptococcus, Staphylococcus, £. coli, Streptomyces y
Bacillus subtilis), células eucariotas (tales como las de levadura y Aspergillus), células de insectos (tales como
Drosophila 82 y Spodoptera SF9), células animales (tales como CHO, COS, Hela, C127, 3T3, BHK, HEK293 y células
de melanoma de Bowes) y células vegetales. Se pueden introducir vectores en una célula huésped mediante métodos
conocidos, por ejemplo, métodos de precipitacion de fosfato de calcio, métodos de electroporacion {Current protocols
in Molecular Biclogy edit. Ausubel et al. (1987) Editores John Wiley & Sons, Seccién 9.1-9.9), métodos de lipofeccion
y métodos de microinyeccion.

Las células huésped se pueden cultivar mediante métodos conocidos. Por ejemplo, al utilizar células animales como
huésped, se pueden utilizar DMEM, MEM, RPMI 1640 o IMDM como medio de cultivo. Estos se pueden utilizar con
complementos de suero tal como FBS o suero de ternero fetal (FCS). Las células se pueden cultivar en cultivos sin suero.
El pH preferido es de aproximadamente 6 a 8 durante el transcurso del cultive. Tipicamente, la incubacién se realiza a
30 a 40 °C durante aproximadamente 15 a 200 horas. El medio se intercambia, airea 0 agita, segln sea necesario.

Sefales de secrecién apropladas se pueden incorporar a los polipéptidos de interés de manera gue las moléculas de
unién al antigeno expresadas en la célula huésped se secreten en el lumen del reticulo endoplasmético, en el aspacio
periplasmatco o en el entorno extracelular. Estas sefiales pueden ser enddgenas con respecto a las moléculas de
unién al antigeno de interés ¢ pueden ser sefiales heterdlogas.

Por otro lado, por ejemplo, los sistemas de produccién que utilizan animales o plantas se pueden utilizar como sistemas
para producir polipéptidos in vivo. Se introduce un polinucledtido de interés en un animal o planta y el polipéptido se
produce en el cuerpo del animal o planta y luego se recoge. Los "huéspedes” de la presente invencion incluyen dichos
animales y plantas. .

El sistema de produccion gue utiliza animales incluye los que utilizan mamiferos o insectos. Es posible utilizar
mamiferos, tales como cabras, cerdos, ovejas, ratones y bovinos (Vicki Glaser SPECTRUM Bictechnology Applications
(1993)). Los mamiferos pueden ser animales transgénicos.

Por ejemplo, un polinucledtide que codifica una molécula de unidn al antigenc de la presente invencién se prepara
como un gen de fusién con un gen que codifica un polipéptidc que se produce especificamente en la leche tal como
la p-caseina de cabra. A continuacion, a los embriones de cabra se les inyectan fragmentos de polinucledtido que
contienen el gen de fusion y luego se trasplantan a cabras hembra. Moléculas de unién al antigeno deseadas se
pueden obtener a partir de leche producida por las cabras transgénicas, que nacen de las cabras que recibieron los
embriones o de sus crias. Las hormonas se pueden administrar seglin sea apropiado para aumentar el volumen de la
leche que contiene la molécula de unidn al antigeno preducida por las cabras transgénicas (Ebert ef al., Bio/Technology
(1994) 12: 699-702).

Se pueden utilizar insectos tales como gusanos de seda para producir las moléculas de unién al antigeno de la
presente invencién. Cuando se utilizan gusanos de seda, se pueden utilizar baculovirus que portan un polinucledtido
gue codifica una molécula de unidn al antigeno de interés para infectar gusanos de seda y la molécula de unién al
antigenc de interés se puede obtener de sus fluidos corporales.

Ademas, cuando se utilizan plantas para producir las moléculas de unién al antigeno de la presente invencién, por
ejemplo, se puede utilizar tabaco. Cuando se utiliza tabaco, se inserta un polinugiedtido que codifica una molécula de
unién al antigeno de interés en un vector de expresion vegetal, por ejemplo, pMON 530, y luego el vector se introduce
en las bacterias tal como Agrobacterium tumefaciens. Luego se permite que las hacterias infecten tabaco tal como
Nicotiana tabacuim, y las moléculas de unidn al antigeno deseadas se pueden recoger de sus hojas (Ma et al., Eur; J.
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immunol. (1994} 24: 131-138). De manera alternaliva, es posible infectar lentejas de agua (Lemna minor) con bacterias
similares. Después de ia clonacion, ias moléculas de unién al antigeno deseadas se pueden obtener de las células de
lentejas de agua (Cox KM et al., Nat. Biotechnol. Diciembre de 2006; 24{12): 1591-1597).

Las moléculas de unién al antigeno obtenidas de este modo se pueden aislar desde el interior o exterior {tal como €l
medio y la leche) de las células huésped, y se pueden purificar como moléculas de unién al antigeno sustancialmente
puras y homogéneas. Los métodos para aislar y purificar moléculas de unién al antigeno no se encuentran limitados
de manera particular y se pueden usar los métodos de aislamiento y purificacién generalmente utllizados parar la
purificacion de polipéptidos. Las moléculas de unidn al antigeno se pueden aislar y purificar mediante la seleccién y
combinacién adecuada, por ejemplo, columnas cromatograficas, filtracion, ultrafiliracion, precipitacion por sales,
precipitacion por disolvente, extraccion por disolvente, destilacion, inmunoprecipitacion, electroforesis en gel de SDS-
poliacrilamida, enfogue isoeléctrico, dialisis v recristalizacion.

La cromatografia incluye, por ejemplo, cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio idnico, cromatografia
hidrofébica, filtracion en ge!, cromatografia de fase inversa y cromatografia de adsorcion (Strategies for Protein
Purification and Characterization: A Laboratory Course Manual. Ed Daniel R. Marshak et al., (1998) Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Métodos cromatograficos de este tipo se pueden realizar utilizando cromatografia de fase liguida
tal como HRPLC y FPLC. Las columnas utilizadas para la cromatograffa de afinidad incluyen las columnas de proteina
Ay las columnas de proteina G. Las columnas gque utilizan la proteina A incluyen, por ejemplo, Hyper D, POROS y
Sepharose F. F. (Pharmacia).

Si fuera necesario, se puede modificar una molécula de union al antigeno de manera arbitraria, y los péptidos se
puedan eliminar de manera parcial permitiendo gue una enzima de modificacion de proteinas apropiada actlle antes
o después de la purificacion de la molécula de unién al antigeno. Enzimas de modificacién de proteinas de este tipo
incluyen, por ejemplo, tripsina, quimiotripsina, lisil endopeptidasas, proteina cinasas y glicosidasas.

<Anticuerpos del receptor de anti-iL-6>

Ademas, la presente invencién proporciona los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de (a) a (m} que figuran a
continuacion:

{a) un anticuerpo que incluye upa regidn variable de la cadena pesada que incluye una secuencia de
aminoacidos, en donde al menos uno de Tyr en la posicién 27, Asp en la posicion 31, Asp en la posicién 32, Trp
en la posicidén 35, Tyr en la posicién 51, Asn en la posicién 59, Ser en la posicién 63, Met en la posicién 106 y
Tyr en la posicién 108 en la secuencia de aminodcidos de la SEQ ID NO: 1 (regitn variable de H53) se han
sustituido con His;

{b) un anticuerpo que incluye una region variable de la cadena pesada (H3pl) que tiene una secuencia de
aminoacidos, en donde Tyr en la posicion 27, Asp en la posicién 31 y Trp en la posicién 35 en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ED NO: 1 {region variable de H53) se han sustituido con His;

{c) un anticuerpo que incluye una regién variable de la cadena pesada que tiene una secuencia de aminoacidos,
en donde Tyr en la posicién 27, Asp en la posicién 31, Asp en la posicidn 32, Trp en la posicién 35, Asn en la
posicién 59, Ser en la posicién 63 y Tyr en la posicién 108 en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1
{regién variable de H53) se han sustituido con His;

{d) un anticuerpo gue incluye una regidn variable de la cadena pesada (H170) con una secuencia de aminoécidos,
en donde Tyr en la posicién 27, Asp en la posicién 31, Asp en la posicidn 32, Trp en la posicién 35, Asn en la
posicion 59, Ser en la posicién 63 y Tyr en la posicion 108 se han sustituido con His, v en donde Ser en fa posicidn
99 se ha sustituido con Val y Thr en la posicién 103 se han sustituido con lie en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NG: 1 {regién variable de H53);

{e} un anticusrpo gue incluye una region variable de la cadena pesada qus tiene una secuencia de aminoacidos,
en donde Asp en la posicion 31, Tyr en la posicion 51, Ser en la posicidén 63, Met en la posicién 106 y Tyren la
posicion 108 en la secuencia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 1 (regién variable de H53} se han sustituido con
His;

{f) un anticuerpo gue incluye una region variable de la cadena pesada (CLH5) que tiene una secuencia ds
aminoacidos, en donde Asp en |a posicién 31, Tyr en la posicidon 51, Ser en la posicién 63, Met en la posicion
106 y Tyr en la posicién 108 se han sustituido con His, y en donde Ser en la posicion 99 se ha sustituido con Phe
y Thr en la posicién 103 se ha sustituido con lle en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 (regién variable
de H53);

{g) un anticuerpo que incluye una regién variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoéacidos,
en donde al menos une de Asp en la posicion 28, Tyr en la posicién 32, Glu en la posicion 53, Ser en la posicion
56 y Asn en la posicion 92 en la secuencia de aminodacidos de SEQ ID NO: 2 (regién variable de PF1L) se han
sustituido con His;
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(h) un anticuerpo que incluye una regidn variable de la cadena ligera (L73} que tiene una secuencia de
aminoacidos, en donde Asp en la posicién 28, Tyr en la posicion 32 y Glu en la posicién 53 en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO: 2 (region variable de PF1L) se han sustituido con His;

(i} un anticuerpo que incluye una regidén variable de la cadena ligera (L82) gue tiene una secuencia de
aminodacidos, en donde Tyr en la posicién 32 vy Glu en la posicion 53 en la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 1 (regién variable de H53) se han sustituido con His;

() un anticuerpo que incluye una regidn variable de la cadena ligera (CLL5} que tiene una secuencia de
aminoacidos, en donde Tyr en la posicion 32, Glu en la posicién 53, Ser en la posicion 58 y Asn en la posicion
92 en la secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 2 (regién variable de PF1L) se han sustituido con His;

(k) un anticuerpo que incluye la regién variable de la cadena pesada de (b) y la region variable de la cadena
ligera de (h);

(1} un anticuerpo que incluye la regién variable de la cadena pesada de {d} v la regitn variable de la cadena ligera
de (i) y

{m) un anticuerpo que incluye la region variable de la cadena pesada de (f) vy la regidon variable de la cadena
figera de (h).
Ejemplos espacificos de la regién variable de la cadena pesada con una secuencia de aminoacidos en donde al menos
uno de Tyr en la posicién 27, Asp en la posicidn 31, Asp en la posicidon 32, Trp en la posicién 35, Tyr en la posicion
51, Asn en la posicién 59, Ser en la posicion 63, Met en la posicién 106 y Tyr en la posicién 108 en la secuencia de

amincacidos de SEQ ID NO: 1 (regidn variable de H53) se han sustituido con His incluyen, por ejempilo, ias siguientes
regiones variables de la cadena pesada.

una region variable de la cadena pesada con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 3 (H3pl)
una region variable de la cadena pesada con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 4 (H170)
una region variable de la cadena pesada con la secuencia de aminoacidos de SEQ 1D NO: 5 (CLH5)

Ejemplos especificos de la regién variable de la cadena ligera que tiene una secuencia de aminoacidos, en donde al
menos uno de Asp en la posicidn 28, Tyr en la posicién 32, Glu en la posicion 53, Ser en la posicion 56 v Asn en la
posicion 92 en la secuencia de amincacidos de SEQ ID NC: 2 (region variable de PF1L) se han sustituido con His
incluyen, por ejemplo, las siguientes regiones variables de la cadena ligera.

una regidn variable de la cadena ligera con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 6 (L73)
una region variable de la cadena ligera que tiene la secuencia de amincécidos de SEQ ID NO: 7 {L82)
una region variable de la cadena ligera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 (CLLS)

Las posiciones y sustituciones de aminoécidos en cada uno de los anticuerpos que se describieron anteriormente
H3pl, H170, CLH5, L73, L82 y CLLS se muestran a continuacion en la Tabla 1. Las posiciones de aminoacidos se
muestran en funcién de la numeracién de Kabat.

Tabla 1
posicién | 27 | 31 | 32 | 33 | 35 | 50 | 58 | 61 | 62 | 63 | 64 | 65 | 95 | 99 1008 102
H3pl H H H H
H170 H H H H H H H i H
CLHS5 H H H H F i H H

posicion [ 24 | 27 | 28 | 32 | 53 | 55 [ 56 | 90 | 92 | 94

L73 H H H H
LB2 H H H
CLLS H H H H H

* En WT, la cadena H tiene histidina en la posicién 33, mientras que la cadena L fiene histidina en la posicién 55.

La presente invencidn proporciona anticuerpos que comprenden al menos una cuaiquiera de las sustituciones de
aminocacidos que se describieron anteriormente en (a) a (j) y métodos de produccién de anticuerpos. Por lo tanto, los
anticusrpos de la presente invencion también incluyen anticuerpos gue comprenden no solamente cualquiera de las
sustituciones de amincacidos gue se describleron anteriormente en {a) a (j), sino también las sustituciones de
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aminocacidos distintas de las que se describieron anteriormente en (a) a {j). Sustituciones de aminoacidos distintas de
las que se describieron anteriormente en (a) a (j) incluyen, por ejemplo, la sustitucion, delecion, adicién y/o insercidn
en la secuencia de amino&cidos de las CDRs y FRs.

Ademas, la presente invencidn proporciona los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de (1) a (28) que figuran a
continuacion:

{1) un anticuerpo gue incluye la regidn variable de la cadena pesada (regién variable de VH1-lgG1) que tiene la
secuencia de aminoacidos de las posiciones 1 a 119 en SEQ 1D NO: 21 (VH1-1gG1);

{2) un anticuerpo gue incluye la regidn variable de la cadena pesada (regién variable de VH2-IgG1) que tiene la
secuencia de amincacidos de las posiciones 1 a 119 en SEQ ID NO: 22 (VH2-1gG1);

{3} un anticuerpo gue incluye la regidn variable de la cadena pesada (regién variable de VH3-1gG1) que tiene la
secuencia de aminocacidos de las posiciones 1 a 119 en SEQ ID NO: 23 (VH3-1gG1);

{(4) un anticuerpo que incluye la regidn variable de la cadena pesada (regidn variable de VH4-IgG1) que tiens la
secuencia de amincacidos de las posiciones 1 a 119 en SEQ 1D NO: 24 (VH4-1gG1);

{5) un anticuerpo gue incluye la regién variable de la cadena ligera (region variable de VL1-CK} que tiene la
secuencia de aminoacidos de las posiciones 1 a 107 en SEQ ID NO: 25 (VL1-CK);

(6) un anticuerpo gue incluye la regién variable de la cadena ligera (regién variable de VL2-CK) que tiene la
secuencia de aminoacidos de las posiciones 1 a 107 en SEQ 1D NO: 26 (VL2-CK);

{(7) un anticuerpo que incluye la region variable de la cadena ligera (regién variable de VL3-CK) que tiene la
secuencia de aminocacidos de las posiciones 1 a 107 en SEQ ID NO: 27 (VL3-CK);

{8) un anticuerpo (Fv1-IgG1) que incluye la region variable de la cadena pesada de (2) y la regidn variable de la
cadena ligera de (6);

(9) un anticuerpo (Fv2-1gG1) que incluye la region variable de la cadena pesada de {1) y una regién variable de
la cadena ligera que tiene {a secuencia de aminoécidos de SEQ ID NO: 7 (L82);

{10} un anticuerpo (Fv3-lgG1) que incluye la regién variable de la cadena pesada de (4) y la regidon variable de
la cadena ligera de (5);

{11) un anticuerpo (Fv4-igG1) que incluye la regién variable de la cadena pesada de (3) v la regidn variable de
la cadena ligera de (7);

{12) un anticuerpo {(VH3-1lgG2AGK} que incluye una cadena pesada que liene la secuencia de aminoédcidos de
SEQ ID NO: 33;

{13) un anticuerpo (VH3-M58) que incluye una cadena pesada gue tiene la secuencia de aminocacidos de
SEQ 1D NO: 34;

{14) un anticuerpo (VH3-M73)} que incluye una cadena pesada que tiene la secuencia de aminocacidos de
SEQ ID NO: 35;

{15) un anticuerpc {Fv4-lgG2AGK) que incluye la cadena pesada de (12} y una cadena ligera que tiene la
secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 27 (VL3-CK);

{16} un anticuerpo (Fv4-M58) que incluye la cadena pesada de (13) y una cadena ligera que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 27 (VL3-CK});

{17} un anticuerpo (Fv4-M73) que incluye la cadena pesada de (14) y una cadena ligera con la secuencia de
aminocacidos de SEQ ID NO: 27 (VL3-CK);

{18) un anficuerpo (VH2-M71) que incluye una cadena pesada que tiene la secuencia de aminodcidos de
SEQ ID NQO: 36 (VH2-M71};

{(19) un anticuerpo (VH2-M73) que incluye una cadena pesada que tiene la secuencia de aminocacidos de
SEQ ID NO: 37 (VH2-M73);

{20) un anticuerpo (VH4-M71) que incluye una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 38 (VH4-M71);

{21) un anticuerpo (VH4-M73) que incluye una cadena pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 39 (VH4-M73);
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{22} un anticuerpo (Fv1-M71) que incluye la cadena pesada de (18) y una cadena ligera que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 26 (VL2-CK});

{23} un anticuerpo (Fv1-M73) que incluye la cadena pesada de (19) y una cadena ligera que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ I1D NO: 28 (VL.2-CK};

{24} un anticuerpo (Fv3-M71) que incluye la cadena pesada de (20) y una cadena ligera que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 25 (VL1-CK);

(25} un anticuerpo (Fv3-M73) que incluye la cadena pesada de (21) y una cadena ligera que tiene la secuencia
de aminoacidos de SEQ ID NO: 25 (VL1-CK);

{26) un anticuerpo que incluye una cadena ligera gue tiene la secuencia de aminoécidos de SEQ 1D NO: 25
(VL1-CK);

{27) un anticuerpo que incluye una cadena figera que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 26
(VL2-CK); y

{28) un anticuerpo que incluye una cadena ligera gue tiene la secuencia de amincacidos de SEQ ID NO: 27
{(VL3-CK).

Ademds, la presente invencion proporciona las FRs y CDRs de (&) a (v) que figuran a continuacion:

{a) la CDR1 de cadena pesada de SEQ ID NQO: 40 (VH1, 2, G, 4);
(b} la CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 41 (VH1, 2};
{c) la CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 42 (VH3);

{(d) ta CDR2 de cadena pesada de SEQ ID NO: 43 (VH4);

(e} la CDRS3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 44 (VH1, 2);
(f) la CDRS3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 45 (VH3, 4);
(g} la FR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 46 (VH1, 2);

{h} la FR1 de cadena pesada de SEQ ID NO: 47 (VH3,4):

(i} la FR2 de cadena pesada de SEQ 1D NG: 48 (VH1, 2, 3, 4);
{j} la FR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 49 (VH1);

(K} la FR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 50 (VH2);

{l} la FR3 de cadena pesada de SEQ ID NO: 51 (VH3, 4};

{m) la FR4 de cadena pesada de SEQ ID NO: 52 (VH1, 2, 3, 4);
{n) la CDR1 de cadena ligera de SEQ ID NO: 53 (VL1, 2);

{0) la CDR1 de cadena ligera de SEQ 1D NO: 54 (VL3);

{p) la CDR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 55 (VL1, VL3);
{g) ta CDRZ2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 56 (VL2);

{r) la CDRS3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 57 (VL1, 2, 3);
{s) la FR1 de cadena ligera de SEQ ID NO: 58 (VL1, 2, 3);

{t) la FR2 de cadena ligera de SEQ ID NO: 59 (VL1, 2, 3);

{u) la FR3 de cadena ligera de SEQ ID NO: 80 (VL1,2, 3); v
(v} la FR4 de cadena ligera de SEQ 1D NO: 61 (VL1, 2, 3).

Las secuencias respectivas de (a) a (v) que anteceden se muestran en la Fig. 25. Ademas, la presente invencién
proporciona polipéptidos que incluyen una cualguiera de las FRs vy CDRs de (a) a (v) que antscaden.

Los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de la presente invencién también incluyen fragmentos y productos
modificados de anticuerpos que incluyen cualquiera de las sustituciones de aminodcidos que se describieron
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anteriormente. Fragmentos de anticuerpo de este tipo incluyen, por ejemplo, Fab, F(ab2, Fv, Fv de cadena simple
{scFv}, en donde Fv de cadenas H y L estan enlazadas mediante un enlazador apropiado, la cadena H de dominio simple
y la cadena L de dominio simple (por ejemplo, Nat. Biotechnol. Septiembre de 2005:23(9): 1126-36), Unibody (documento
WO 2007059782 A1) y SMIP (documento WO 2007014278 A2). El origen de los anticuerpos no se limita de manera
particutar. Los anticuerpos incluyen anticuerpos de ser humano, ratén, rata v conejo. Los anticuerpos de la presente
invencion también pueden ser anticuerpos quimeéricos, humanizados, completamente humanizados o similares.

De manera especifica, fragmentos de anticuerpo de este tipo se obtienen mediante el tratamiento de anticuerpos con
enzimas, por ejemplo, papaina o pepsina, o mediants la construccion de genes que codifican fragmentos de anticuerpo
de este tipo, insertandolos en vectores de expresion v luego expresandolos en células huésped apropiadas (véase,
por ejemplo, Co, M.S. et ai., J. immunol. (1994) 152, 2968-2976; Better, M. y Horwitz, A. H. Methods in Enzymology
{1989) 178, 476-496; Plueckthun, A. y Skerra, A. Methods in Enzymology (1989) 178, 497-515; Lamoyi, E., Methods
in Enzymology (1989) 121, 652-663; Rousseaux, J. et al., Methods in Enzymology (1989} 121, 663-66; Bird, R. E. et
al, TTBTECH (1891)9,132-137).

La presente invencion proporciona métodos para producir (i) un polipéptido de la presente invencién o (i) un polipéptido
codificado por un gen que codifica el polipéptido de la presente invencitn, en donde los métodos comprenden la etapa
de cultivar una célula huésped que comprende un vector en el gue se introduce un polinucledtido que codifica el
polipéptido de la presente invencion.

De manera mas especifica, la presente invencidn proporciona métodos de produccion de un polipéptido de la presente
invencion, gue comprenden las etapas de:

(a) cultivar una célula huésped que comprende un vector en el que se introduce un gen que codifica el polipéptido
de la presente invencién; y

{b} obtener el polipéptido codificado por el gen.

Se obtiene scFv enlazando las regiones V de las cadenas H y L de anticuerpo. En un scFv de este tipo, la regién V de
la cadena H se enlaza a la regién V de la cadena L mediante un enlazador, preferiblemente un enlazador peptidico
(Huston, J. S. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. {(1988) 10.0, 5879-5883). Las regiones V de la cadena Hy de la
cadena L en un scFv se pueden derivar de cualguier anticuerpo descrito anteriormente. El enlazador peptidico para
enlazar las regiones V incluye, por ejemplo, péptidos de cadena simple arbitrarios de 12 a 19 residucs de aminoacidos.

Cuando un anticuerpo del receptor de anti-IL-8 de la presente invencion incluye una regién constante, la regién
constante puede ser de cualquier tipo, por ejemplo, se pueden usar IgG1, 1gG2 o 1gG4. La regién constante es
preferiblemente una regién constante de anticuerpc humano. De manera alternativa, la regién constante puede ser
una forma medificada que incluye sustitucién, delecion, adicion y/o insercién en la secuencia de amincacidos de las
regiones constantes de IgG1 humana, 1gG2 humana o IgG4 humana.

El receptor de IL-6 preferido al que se une un anticuerpo del receptor de anti-IL-6 de la presente invencion es el
receptor de IL-6 humana.

Los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de la presente invencidén son superiores en la retencion en plasma y existen
durante un periodo prolongado en el plasma de forma gue puedan unirse al antigeno, es decir, receptores de IL-6
solubles o asociados a la membrana. Por lo tanto, los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 se unen in vivo a receptores
de IL-6 soiubles o asociados a la membrana durante un pericdo prolongado. Ademas, los anticuerpos del receptor de
anti-IL-6 son capaces de unirse a los receptores de IL-6 dos veces o0 mas y, por lo tanto, se supone gue pueden
neutralizar tres o mas receptoras de 1L-6.

<Composiciones farmaceuticas>

La presente invencidn también se refiere a composiciones farmacéuticas que incluyen moléculas de unién al antigeno
de la presente invencién, moléculas de unién al antigenc aisladas mediante métodos de seleccion de la presente
invencién o moléculas de unién al antigeno producidas mediante los métodos de produccion de la presente invencion.
Las moléculas de unién al antigeno de la presente invencién y las moléculas de union al antigeno producidas mediante
los métodos de produccién de la presente invencidn son superiores en la retencion en plasma y, por lo tanto, se espera
gue reduzcan la frecuencia de administracion de las moléculas de unidn al antigeno y, por lo tanto, son dtiles como
composiciones farmaceéuticas. La composicidn farmacéutica de la presenie invencidén puede incluir portadores
farmacéuticamente aceptables.

En la presente invencién, las composiciones farmacéuticas se refieren en general a agentes para tratar o prevenir o
analizar y diagnosticar enfermedades.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden formular mediante los métodos conocidos por
los expertos en la técnica. Por ejemplo, se pueden usar de manera parenteral, en forma de inyecciones de soluciones
o suspensiones estériles que incluyen agua u otro liquido farmacéuticamente aceptable. Por ejemplo, composiciones
de este tipo se pueden formular mediante la mezcladura en forma de dosis unitaria necesaria en la practica de
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fabricacion de medicinas generalmente aprobada mediante la combinacion apropiada con portadores o medios
farmacéuticamente acepiables, especificamente con agua estéril, solucién salina fisioldgica, aceite vegetal,
emulsionante, suspensién, tensicactivo, estabilizante, agente saborizante, excipiente, vehiculo, conservantg,
aglutinante o similares. En formulaciones de este tipo, la cantidad de ingrediente activo se ajusta para obtener una
cantidad apropiada en un intervalo predeterminado.

Composiciones estériles para inyeccién se pueden formular usando vehicuios tales como agua destilada para
inyeccion, de acuerdo con la practica de formulacion estandar.

Scluciones acucsas para inyeccion incluyen, por ejemplo, solucion salina fisiolégica y soluciones isctGnicas que
contienen dextrosa u otros adyuvantes (por ejemplo, D-sorbitol, D-manocsa, D-manitol y cloruro de sodio). También es
posible utilizar en combinacion solubilizantes apropiados, por ejemplo, alcoholes (etanol y similares), polialcoholes

(propilenglicol, polietilenglicol y similares), tensiocactivos no ibnicos (polisorbato 80(TM), HCO-50 y similares).

Los aceites incluyen aceite de sésamo y aceites de soja. Se pueden usar benzoato de bencilo v/o alcohol bencilico
combinados como solubilizantes. También es posible combinar tampones (por ejemplo, tampon fosfato y tampon
acetato de sodio), agentes suavizantes (por ejemplo, clorhidrato de procaina), estabilizantes (por ejemplo, alcohol
bencilico y fenol) y/o antioxidanies. Se rellenan ampollas apropiadas con las inyecciones preparadas.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se administran preferiblemente por via parenteral. Por
gjemplo, las composiciones pueden encontrarse en forma de dosificacién para inyecciones, administracion intranasal,
administracion transpulmonar o administracién transdérmica. Por ejemplo, se pueden administrar por via sistémica o local
mediante inyeccion intravenosa, inyeccidn intramuscular, inyeccion intraperitoneal, inyeccién subcutanea o similares.

Métodos de administracién se pueden seleccionar de manera apropiada segun la edad vy los sintomas del paciente.
La dosis de una composicién farmacéutica que contiene una molécula de unién al antigenc puede ser, por ejemplo,
de 0,0001 a 1000 mg/kg para cada administracién.

De manera alternativa, la dosis puede ser, por ejemplo, 0,001 a 100.000 mg por paciente. Sin embargo, la presente
invencién no se limita a los valores numéricos que se describieron anteriormente. Las dosis vy los métodos de
administracién varian segun el peso, edad, sintomas y similares del paciante.

Los expertos en la técnica pueden establecer dosis y métodos de administracion apropiados considerando los factores
gue se describieron anteriormente.

Los aminoécidos contenidos en las secuencias de aminoacidos de la presente invencion se pueden medificar de
manera postraduccional. Por ejemplo, la modificacion de un residuo de glutamina (Gin) N-terminal en un residuo de
acido pirogiutamico (pGiu) mediante piroglutamilacion es conocida por los expertos en la técnica. Naturaimente,
aminoécidos modificados de manera postraduccional de este tipo se incluyen en las secuencias de aminoécidos en la
presente invencion.

Ejemplos

En la presente a continuacion se describird la presente invencién especificamente con referencia a los Ejemplos.
[Ejemplo 1] Produccion de anticuerpo PM1 humanizado modificado

Preparacion del Receptor de IL-6 Humana Soluble Recombinante (SR344)

Se prepard un receptor de |L-6 humana recombinante del receptor de IL-6 humana, gue sirvié como antigeno, como
se describe a continuacién. Se produjo una linea celular CHO que expresa de manera constante un receptor de IL-6
humana soluble (denominado en lo sucesivo SR344) (Yamasaki, et al., Science 1988; 241: 825-828 (GenBank n?®
X12830)) que consiste en la secuencia de aminoacidos del 18 aminodcido al aminoacido 344° en el lado N-terminal,
segun se indica en J. Biochem., 108, 673-676 (1990}.

Se purificé SR344 a partir del sobrenadante de cultivo obtenido de las células CHO que expresan SR344 usando tres
cromatografias de columna: Cromatografia de columna Blue Sepharose 6 FF, cromatografia de afinidad usando una
columna en la que se inmoviliza un anticuerpo especifico para SR344 y cromatografia de columna de filtracion en gel.
La fraccién que se eluyd como el pico principal se ulilizé como el producto purificado final.

Preparacion del Receptor de IL-6 Soluble de Mono Cynomolgus Recombinante (clL-6R)

Se produjeron cebadores ADN oligo RheSRf1 (S8EQ ID NO: 16} y BhebRr2 (SEQ ID NO: 17) basandose en la secuencia
génica del receptor de IL-6 de mono rhesus disponible plblicamente (Birney et al., Ensemble 2006, Nucleic Acids
Res., 1 enero de 20086; 34 (publicacion de base de dates): D556-61). Usando un ADNc preparado a partir de pancreas
de cynomolgus como plantilia, se prepard un fragmento de ADN que codifica toda la longitud del gen de receptor ds
iL-6 de mcno cynomolgus mediante PCR usando los cebadores Rhe6Rf1 y Rhe6Rr2. Usando el fragmento de ADN
resultante como plantilia, un fragmento de ADN de 1131 pb (SEQ ID NO: 20) que codifica una proteina en la que se
agrega 6xHis al C terminal de la regién soluble {Met1-Pro363) que contiene una regién sefial del gen receptor de iL-6
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de mono cynomolgus, se amplificd mediante PCR usando los cebadores de ADN oligo Cynolll6R N-EcoR! (SEQ ID
NO: 18} y CynolL6R C-Noti-His (SEQ 1D NO: 19). El fragmento de ADN resuitante se digirié con EcoRiy Notl y se
insertd en un vector de expresion celular de mamifero, y esto se usé luego para producir una linea CHO de expresion
sstable (células CHO que producen cyno.siL-6R).

Se purificé un medio de cultive de células CHO que producen cyno.slL-6R con una columna HisTrap (GE Healthcare
Biosciences), concentrada usando Amicon Ultra-15 Ultracel-IOk (Millipore), y se purificd adicionalmente con una
columna de filtracion en gel Superdex 200 pg 16/60 (GE Healthcare Biosciences) para obtener el producto purificado
final del receptor de |1L-6 de mono cynomolgus soluble (denominado en los sucesivo cil-GR).

Preparacion de iL-6 de Mono Cynomolgus Recombinante (clL-6)

Se prepart IL-6 de mono cynomolgus de la siguiente manera. Se produjo una secuencia de nucledtidos que codifica
los 212 aminacidos registrados con el N® de acceso SWISSPROT P79341, se clond en un vector de expresion celular
de mamifero y se introdujo en células CHO para producir una linea celular de expresién estable (células CHO que
producen cyno.lL-8). Se purifico un medio de cultivo de células CHO que producen cyno.lL-6 con una columna SP-
Sepharose/FF {(GE Healthcare Biosciences), se concentré usande Amicon Ultra-15 Ultracel-5k (Millipore) y luego se
purificd adicionalmente con una columna de filiracion en gel Superdex 75 pg 26/60 (GE Healthcare Biosciences). Esto
se concentrd usando Amicon Ultra-15 Ultracel-5k (Millipore) para obtener un producto purificado final de IL-6 de mono
cynomolgus {denominado en lo sucesivo ¢lL-6).

Establecimiento de la Linea Celular BaF3 que Expresa gp130 Humano

Se establecio una linea celular BaF3 que expresa gp130 humano segun se indica a continuacion con el fin de obtener
una linea celular que exhibe crecimiento dependiente de [L-6.

Se amplificd ADNc de gp130 humano de longitud completa (Hibi et al.,, Cell 1990; 63: 1149-1157 (GenBank n®
NM_002184)) mediante PCR y se clong en el vector de expresion pCOS52Ze0, que se preparé eliminando el sitio de
expresién génica de DHFR de pCHOI (Hirata, et al., FEBS Letter 1994; 356: 244-248) e insertando un sitio de expresion
génica de resistencia de Zeocina, para construir pCOS27Ze0/gp130. Se amplificd mediante PCR ADNc¢ de IL-6R
humana de longitud completa y se clond en pcDNAS.1(+) (Invitrogen) para construir hiL-6R/pcDNA3.1{+). Se
mezclaron 10 ug de pCOS2Ze0/gp130 en células BaF3 (0,8 x 107 células) suspendidas en PBS, v se pulsaron usando
Gene Puiser (Bio-Rad) a una tensién de 0,33 kV vy capacitancia de 950 yFD. Se cultivaron células BaF3 que se
sometieron a introduccion de genes mediante tratamiento de electroporacién un dia y noche enteros en medio
RPMI1840 (Invitrogen) con 0,2 ng/mL de interleucina-3 de ratén (Peprotech) y suero de bovino fetal al 10 %
{denominado en los sucesive FBS, HyClone), v luego se analizaron agregando medio RPMI1640 que contenia 100
ng/mL de interleucina-8 humana (R&D Systems}, 100 ng/mL de receptor de interleucina-6 humana soluble (R&D
Systems} y FBS al 10 % para establecer una linea celular BaF3 que expresa gp130 humana (denominada en o
sucesivo BaF3/gp130). Dado que esta BaF3/gp130 prolifera en presencia de interleucina-6 humana (R&D Systems) y
SR344, se puede utilizar para evaluar la actividad inhibitoria del crecimiento (a saber, actividad de neutralizacion del
receptor de IL-6) del anticuerpo del receptor de anti-IL-6.

Produccién de Anticuerpo del Receptor de Anti-IL-6 Humanizado

En el contexto del presente ejemplo y en cualguier otra parte en la presents, la expresidén "tipo silvestre” se abrevia
como WT, la expresion "cadena H de tipo silvestre” se abrevia como H{WT) {secuencia de amincacidos de SEQ ID
NO: 9) v la expresion "cadena L de tipo silvesire” se abrevia como L{WT) (secuencia de aminoacidos de SEQ 1D NO.
10). En este contexto, se introdujeron mutaciones en la secuencia marco y secuencia de CDR de anticuerpo PM1 de
raton humanizado descritas en Cancer Res. 15 febrero de 1393; 53(4): 851-6, para producir las cadenas H modificadas
H53 (secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 1} y F1H (secuencia de aminoacides: SEQ ID NO: 11) v cadenas L
modificadas L28 (secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 12) v PF1L (secuencia de aminoacidos: SEQ 1D NO: 2).
Mas especificamente, se produjeron mutantes usando el kit de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange (Stratagense)
de acuerdo con el método descrito en las instrucciones proporcionadas, y se insertaron los fragmentos de plasmido
resultantes en un vector de expresién celular de mamifero para producir los vectores de expresién de la cadena H y
los vectores de expresion de la cadena L deseados. Se determinaron las secuencias de nucledtidos de los veciores
de expresién obtenidos usando metodologias convencionales conocidas por las personas expertas en la técnica.

Expresion y Purificacion de Anticuerpo del Receptor de Anti-lL-6 Humanizado

Los anticuerpos se expresaron mediante el método que se describe a continuacién. Se suspendid la linea celular
HEK293H derivada de cancer de rifidn embriénico humano {invitrogen) en DMEM (Invitrogen) complementado con
suero bovino fetal al 10 % (Invitrogen). Las células se sembrarcon en placas a razén de 10 mi por placa en placas para
células adherentes (10 cm de diametro; CORNING) a una densidad celular de 5 a 6 x 10° células/mi y se cultivaron
en una incubadora de CO2 (37 °C, 5 % de CO2) durante un dia y noche enteros. Luego, el medic se elimind mediante
aspiracién y se agregaron 8,9 mi de medio CHO-S-SFM-II (invitrogen). El plasmido preparado se introdujo en las
células mediante el método de lipofeccion. Se recogieron los sobrenadantes de cultive resultantes, se centrifugaron
{aproximadamenta 2000 g, 5 min, temperatura ambiente) para eliminar células y se esterilizaron mediante filiracion a
través de un filtro de 0,22-um MILLEX®-GV {Millipore) para obtener los sobrenadantes. Los anticuerpos se purificaron
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de los sobrenadantes de cultivo obtenidos mediante un método conocido por los expertos en la técnica usando rProtein
A Sepharose™ Fast Flow {Amersham Biosciences). Para determinar la concentracion del anticuerpo purificado, se
midio la absorbancia a 280 nm usando un espectrofotémetro. Se calcularon las concentraciones de anticuerpo a partir
de los valores determinados usando un coeficiente de absorbancia calculado mediante el método PACE (Protein
Science 1995; 4:2411-2423).

[Ejemplo 2] Produccion de Anticuerpo de Unidn Dependiente del pH H3pi/L73
Método para Crear un Anticuerpo Capaz de Neutralizar un Antigeno Mditiples Veces

Dado que las moléculas de IgG son divalentes, una tinica molécula de IgG puede neutralizar hasta dos moléculas de
antigeno cuando los dos sitios se unen a los antigenos; sin embargo, no puede neutralizar tres o mas moléculas de
antigenc. Por lo tanto, para mantener el efecto de neutralizacion de un anticuerpo de neutralizacion durante un periodo
determinado, es necesario administrar una cantidad del anticuerpo que sea igual o superior a la cantidad de antigeno
preducido durante el periodo. Por lo tanto, existe una limitacién en cuanto al grado hasta el que se puede reducir la
dosis de anticuerpo necesaria al mejorar la farmacocinética o afinidad del anticuerpo. Por lo tanto, si fuera posible
neutralizar dos o mas moléculas de antigeno con una Unica molécula de 1gG, la misma dosis podria mejorar la duracion
del efecto de neutralizacion o, de manera alternativa, se podria reducir la dosis de anticuerpo necesaria para alcanzar
la misma duracién.

Para los anticuerpos de neutralizacion existen dos tipos de antigenos diana: antigenos tipo solubles, que se
encuentran presentes en plasma, y antigenos unidos a la membrana, que se expresan en la superficie de las células.

Cuando el antigeno es un antigeno unido a la membrana, un anticuerpo administrado se une al antigeno de membrana
en la superficie celular, y posteriormente el anticuerpo se absorbe en endosomas dentro de la célula mediante
internalizacion junto con el antigeno de membrana unido al anticuerpo. Luego, el anticuerpe que se mantiene unido al
antigeno se mueve a un lisosoma en donde se degrada mediante el lisosoma juntc con el antigenc. La eliminacion del
anticuerpo del plasma, mediada por internalizacién mediante el antigeno de membrana, se denomina eliminaciéon
dependiente del antigeno, y esto se ha informado para numerosas moiéculas de anticuerpo (Drug Discov. Today,
enero de 2006; 11(1-2): 81-8). Dado que una Unica molécula de anticuerpo IgG se une a dos moléculas de antigeno
cuando se une de manera divalente a los antigenos, vy luego se internaliza y degrada directamente mediante el
lisosoma, un Unico anticuerpo de 1gG comun no puede neufralizar dos 0 mas moléculas de antigeno (Fig. 1}.

El motivo de ia retencién prolongada (eliminacion lenta) de las moléculas de IgG en plasma es que FcRn, conocido
como receptor de rescate de molécula de IgG, funciona (Nat. Rev. Immunol. Septiembre de 2007; 7(9): 715-25). Las
moléculas de lgG que se han absorbido en endosomas mediante pinocitosis se unen a FcRn expresado en endosomas
en condiciones acidas intraendosémicas. Las moléculas de IgG unidas a FcRn se mueven hacia la superficie celular
en donde se disocian de FcRn en condiciones neutras en el plasma y regresan al plasma, mientras que las moléculas
de IgG que no pueden unirse a FcRn contintian hacla los lisosomas en donde se degradan (Fig. 2).

Las moléculas de IgG unidas a un antigeno de membrana se absorben en endosomas intracelulares mediante
internalizacion, se mueven hacia lisosomas mientras se encuentran unidas al antigeno y experimentan degradacion.
Cuando un anticuerpo de IgG se une de manera divalente a los antigenos, neutraliza dos moiéculas de antigeno y
experimenta degradacion junto con los antigenos. En caso de que el anticuerpo de IgG, cuando se absorbe en
endosomas intracelulares mediante internalizacién, pueda disociarse del antigeno en condiciones acidas
intraendosémicas, el anticuerpo disociado puede ser capaz de unirse a FcRn expresado en los endosomas. La
molécula de IgG disociada del antigeno y unida a FcRn se transfiere a la superficie celular y luego se disocia de FcRn
en condiciones neutras en el plasma, regresa asi nuevamente al plasma. La molécula de IgG gue ha vuelto al plasma
es capaz de unirse a un nuevo antigenc de membrana nuevamente. La repeticidén de este proceso permite gue una
Unica molécula de IgG se una de forma reiterada a los antigenos de membrana, lo que permite la neutralizacion de
multiples antigenos con una Gnica molécula de IgG (Fig. 3).

En el caso de un antigeno soluble, un anticuerpo administrado se une al antigeno en el plasma, y permanece en el
plasma en forma de un complejo antigeno-anticuerpo. Normalmente, mientras que la retencién del anticuerpo en
plasma es muy prolongada (la velocidad de eliminacion es muy lenta) debido a la funcién de FcRn como se describio
anteriormente, la retencién del antigeno en plasma es breve (la velocidad de eliminacién es rapida). Por o tanto, los
antigenos unidos al anticuerpo muestran retencién en plasma comparable a la retencién del anticuerpo (la velocidad
de eliminacién es muy lenta). Los antigenos se producen en el cuerpo a velocidad constante y, en ausencia del
anticuerpo, se presentan en el plasma a una concentracién a la cual la velocidad de produccion del antigeno v la
velocidad de eliminacion del antigenc estan en equilibrio. En presencia de anticuerpo, la mayor parte de los antigenos
se unen a los anficuerpos, lo que genera la eliminacién muy ienta de antigenos. Por lo tanto, la concentracion de
antigenc en plasma aumenta en comparacién con la concentracion en ausencia de anticuerpo (Kidney Int. 2003, 64,
697-703; J. National Cancer Institute 2002, 94(19), 1484-1493; J. Allergy and Clinical Immunology 1997, 100(1), 110-
121; Eur. J. Immunol. 1993, 23; 2026-2029). Incluso si la afinidad del anticuerpc con el antigeno es infinita, la
concentracion del antigeno se eleva a medida que el anticuerpo se elimina lentamente del plasma, y el efecto de
neutralizacién del anticuerpo termina una vez que las concentraciones del anticuerpo y el antigeno se vuelven iguales.
Si bien los anticuerpos con una mayor constante de disociacion (KD} pueden neutralizar antigenos solubles a menor
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concentracion de anticuerpo, los anticuerpos a la mitad de concentracién o menocs en comparacion con la
concentracion del antigeno presente son incapaces de neutralizar los antigenos, independientemente de cuan fuerte
sea la afinidad del anticuerpo (Biochem. Biophys. Res. Commun. 9 septiembre de 2005; 334{4): 1004-13). Como es
el caso con las moléculas de IgG que no se unen a los antigenos, las moléculas de IgG unidas a los antigenos en el
plasma también se absorben en endosomas mediante pinocitosis, y se unen a FcRn expresado en endosomas en
condiciones &cidas intraendosomicas. Las moléculas de IgG que se unen a FcRn se mueven hacia la superficie celular
mientras que el anticuerpo se mantiene unido al antigeno y luego se disocia del FcRn en condiciones neutras en el
plasma. Dado que las moléculas de igG regresan al plasma mientras estan unidas al antigeno, no pueden unirse a
nuevos antigenos en el plasma. En este caso, si las moléculas de 1gG se pueden disociar del antigeno en condiciones
acidas intraendosomicas, el antigenc disociado no sera capaz de unirse a FcRn y, con ello, se puede degradar
mediante lisosomas. Por otra parte, las moléculas de IgG pueden volver al plasma nuevamente mediante la union a
FcRn. Dado que ias moléculas de 1gG que han vuelto al plasma ya se han disociado del antigeno en endosomas, son
capaces de unirse a un nuevo antigeno nuevamente en el plasma. La repeticién de este proceso permite gue una
unica molécula de IgG se una de forma reiterada a antigenos scolubles. Esto permite que una Gnica molécula de 1gG
neutralice miltiples antigenos (Fig. 4).

Por lo tanto, independientemente de si el antigenc es un antigeno de membrana o un antigeno soluble, si la disociacion
del anticuerpo de IgG del antigenc es posible en condiciones acidas intraendosémicas, una Gnica molécula de IgG
sera capaz de neutralizar de forma reiterada los antigenos. A los efectos de que los anticuerpos de IgG se disocien
de los antigenos en condiciones acidas intraendosémicas, es necesario gue la unién entre antigeno y anticuerpo sea
considerablemente mas débil en condiciones acidas que en condiciones neutras. Dado que los antigenos de
membrana en la superficie celular se deben neutralizar, los anticuerpos se deben unir firmemente a los antigenos a
pH de la superficie celular, a saber, pH 7.,4. Dado que se ha registrado que el pH intraendosdmico sea cominmente
pH 5,5 a 6,0 (Nat. Rev. Mol. Cell. Biol. Febrerc de 2004; 5(2). 121-32), se considera que un anticuerpo que se une de
forma débil a un antigeno a pH 5,5 a 6,0 se disocia del antigeno en condiciones acidas intraendosomicas. De manera
mas especifica, una tnica molécula de IgG que se une firmemente a un anticuerpo a pH de la supetficie celular de 7.4
y se une de forma débil al antigeno al pH intraendosémico de 5,5 a 6,0 es capaz de neutralizar miltiples antigenos y
mejorar asi la farmacocinética.

En general, las interacciones entre proteinas consisten en interaccion hidrofébica, interaccion electroestatica y union
a hidrogeno, y la fuerza de unibn se expresa tipicamente como una constante de unién (afinidad) o constante aparente
de union (avidez). La unién dependiente del pH, cuya fuerza de unién varia entre condiciones neutras (pH 7,4) v
condiciones acidas {pH 5,5 a 6,0), esta presente en las interacciones entre proteinas de origen natural. Por ejemplo,
la unién mencionada anteriormente enire las moléculas de IgG y FcRn conocida como receptor de rescate para
moléculas de IgG es fuerte en condiciones acidas (pH 5,5 a pH 6,0) pero notoriamente débil en condiciones neutras
(pH 7,4). La mayor parte de interacciones de este tipo entre proteinas que cambian de forma dependiente del pH se
asocia a los residucs de histidina. Dado gue la pKa del residuo de histidina se encuenira en el entorno de pH 6,0 a
6,5, el estado de disociacion de protones de los residuos de histidina varia entre condiciones neutras (pH 7,4) y
condiciones acidas {pH 5,5 a 6,0). De manera especifica, los residuos de histidina no presentan carga y funcionan
como aceptores de atomos de hidrégeno en condicionss neutras (pH 7,4), mientras gue adquieren carga positiva y
funcionan como donantes de atomos de hidrdgeno en condiciones acidas (pH 5,5 a 6,0). Se ha registrado que la unién
dependiente del pH de la interaccién entre IgG y FcRn que se describid anteriormente también se asocia a los residucs
de histidina presentes en IgG {(Mol. Cell. Abril de 2001, 7(4): 867-77).

Por o tanto, se puede impartir dependencia del pH a las interacciones entre proteinas mediante la sustitucién de un
residuo de aminocacido implicado en las interacciones entre proteinas con un residuo de histidina o mediante la
introduccion de una histidina en un sitic de interaccion. intentos de este tipo también se han realizado en interacciones
entre proteinas entre anticuerpos y antigenos, y se ha adquirido de manera satisfactoria un anticuerpo mutante con
capacidad de unién al antigeno disminuida en condiciones acidas mediante la introduccién de histidina en la secuencia
de CDR de un anticuerpo de lisoczima anti-clara de huevo (FEBS Letter (fomo 309, N° 1, 85-88, 1992)). Ademas, se
ha registrado un anticuerpo gue se prepara mediante la introduccion de histidina en su secuencia de CDR y se une
especificamente a un antigeno a pH bajo de tejidos de cancer, pero se une de forma débil en condiciones neutras
(documentc WO 2003-105757).

Si bien se han registrado métodos para introducir la dependencia del pH en las reacciones entre antigeno y anticuerpo
como se describié anteriormente, no se ha registrado una molécula de IgG gue neutralice muitiples antigenos mediante
unién firme a los antigenos a pH de fluido corporal de 7,4 pero union débil a los antigenos a pH intraendosodmico de
pH 5,5 a 8,0. Dicho de otro modo, no se han registrado modificaciones que reduzcan de manera significativa la unién
en condiciones acidas a la vez que se mantiene la unién en condiciones neutras de manera gque, en comparacién con
un anticuerpo no modificado, un anticuerpo modificadc se una a los antigenos mditiples veces in vivo y muestra asi
mejor farmacocinética, asi como una mejor duracién del efecto de neutralizacion a la misma dosis.

El receptor de -6 se encuentra presente en el cuerpo en forma de receptor de IL-6 soluble o receptor de 1L-6 de
membrana {Nat. Clin. Pract. Rheumatol. Noviembre de 2006; 2(11}: 619-26}. Los anticuerpos del receptor de anti-IL-
6 se unen tanto al recepior de 1L.-6 soluble como al receptor de iL-6 de membrana y neutralizan su accion bioldgica.
Se considera que, después de la unién al receptor de 1L-6 de membrana, ios anticuerpos del receptor de anti-iL-6 se
absorben en endosomas intracelulares mediante internalizacién mientras se encuentran unidos al receptor de I1L-6 de
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membrana, luego se mueven hacia lisosomas mientras que los anticuerpos se mantienen unidos al receptor de [L-6
de membrana, y experimentan degradacion mediante lisosomas junto con el receptor de IL-6 de membrana. De hecho,
se ha registrado gue un anticuerpo del receptor de anti-IL-6 humanizado presenta depuracién no lineal, y su eliminacion
dependiente del antigenc contribuye mucho a la eliminacién del anticuerpo del receptor de anti-IL-8 humanizado (The
Journal of Rheumatology, 2003, 30; 71426-1435). Por lo tanto, un anticuerpo del receptor de anti-iL-6 humanizado se
une a uno o dos receptores de iL-6 de membrana (de forma monovalente ¢ divalente) v luego se internalizay degrada
en lisosomas. Por lo tanto, si fuera posibie producir anticuerpos modificados que presenten capacidad de unién muy
reducida en condiciones acidas pere mantengan la misma capacidad de unién que el anticuerpo del receptor de anti-
iL-8 humanizado de tipo silvestre en condiciones neutras (anticuerpo del receptor de anti-lL-6 de union dependiente
del pH), se pueden neutralizar maltiples receptores de IL-6 con un Unico anticuerpo del receptor de anti-iL-6
humanizado. Por lo tanto, en comparacion con los anticuerpos del receptor de anti-IL-8 humanizado de tipo silvestre,
los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de unién dependiente del pH pueden mejorar ia duracion del efecic de
neutralizacion in vivo con la misma dosificacion.

Producciéon de Anticuerpo del Receptor de Anti-IL-6 Humanizado de Unién Dependiente del pH H3pl/L73:

Se ha registrado la introduccion de histidina en una CDR como un método para la introduccién de union dependiente
del pH a reaccién entre antigeno y anticuerpo (FEBS Letter {tomo 309, N2 1, 85-88, 1992}). A los efectos de encontrar
residuos de aminoacidos expuesios en la superficie de la regién variable del H53/PF1L producido en el Ejemplo 1y
los residuos posibles que interactiian con el antigeno, se creo un modelo de region Fv de H53/PFIL mediante modelado
de homologia usando el software MOE (Chemical Computing Group Inc.). Se usd un modelo tridimensional construido
en base a la informacién de secuencia de H53/PF1L para seleccionar H27, H31, H35, L28, L32 y L53 (numeracion de
Kabat, Kabat, E.A. et al, 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interast, NiH} como sitios de mutacién gue
pueden introducir la unién al antigeno dependiente del pH mediante la introduccidn de histidina. El producto en el que
los residuos en H27, H31 y H35 en H53 producidos en el Ejemplo 1 se sustituyeron con histidinas se designé H3pl
(secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 3), y &l producto en el que los residuos en L28, L32 y L53 en PF1L producidos
en el Ejemplo 1 se sustituyeron con histidinas se designod L73 (secuencia de aminoacidos: SEQ 1D NO: 8).

Produccién, Expresion y Purificacion de Vector de Expresion H3pl/L73

La modificacion de aminocécidos se realizd para producir los anticuerpos modificados en los sitios seleccionados. Se
introdujeron mutaciones en H53 (secuencia de nucledtidos: SEQ ID NO: 13} v PF1L (secusncia de nucledtidos: SEQ
D NQO: 14) producidas en el Ejemplo 1 para producir H3pl (secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 3) y L73 (secuencia
de aminoacidos: SEQ ID NO: 6). Mas especificamente, se ulilizo el kit de mutagénesis dirigida al sitic QuikChange
(Stratagene) de acuerdo con el método descrito en las instruccicnes proporcionadas, y se insertaron los fragmentos
de plasmido resultantes en un vector de expresion celular de mamifero para producir el vector de expresién de la
cadena H y el vector de expresion de la cadena L deseados. Se determinaron las secuencias de nucleétidos de los
veciores de expresién resultantes usando un método conocido por las personas expertas en la técnica. Se expresd y
purificé H3pl/L73 que usa H3p! para la cadena Hy L73 para la cadena L mediante el método que se describié en el
Ejempilo 1.

[Ejemplo 3] Otorgamiento de Capacidad de Unidn al Antigeno Dependiente del pH medianie Modificacion His
de CDR Usando Tecnologia de Expresion en Fagos

Produccién de Molécula scFv de Anticusrpo PM1 Humanizado

Se convirtid el anticuerpo PM1 humanizado, gue es un anticuerpo anti-iL-8R humanizado {Cancer Res. 15 de febrero
de 1993; 53(4): 851-6) en scFv. Se amplificaron las regiones VH y VL mediante PCR, v se produjo scFv HL PM1
humanizado con la secuencia enlazadora GGGGSGGGGSGGGGES (SEQ ID NO. 15) entre VH y VL.

Seleccion de Posiciones en las que se puede Introducir Histidina mediante Barrido de Histidina

Se realizé PCR usando el ADN de scFv HL PM1 humanizado producido como plantilla para producir una genoteca de
histidina en la cual uno cualquiera de los aminocacidos de CDR se reemplaza con histidina. Las partes de la genoteca
se construyeron mediante PCR usando cebadores en los cuales el coddn de un amincéacido que se desea mutar para
la genoteca se reempiazd por CAT, un coddn que corresponde a histiding, y otras partes se construyeron mediante
PCR normal. Luego, estas partes se enlazaron mediante PCR de complejo La genoteca construida se digirié con Sfil,
se inserté en un vector de fagémido pELBG lacl que también se digirié con Sfil y luego se usé para transformar XL 1-
Blue (Stratagene). Se usaron las colonias resultantes para evaluar la unién al antigeno mediante ELISA en fagos y
para analizar ia secuencia de scFv HL. Se realizé ELISA en fagos usando una placa recubierta con SR344 a 1 pg/mL
de acuerdo con J. Mol. Biol. 1992; 227: 381-388. Los clones gue se descubtié gue se unieron a SR344 se sometieron
a andlisis de secuencias usando cebadores especificos.

Se determiné la titulacion en fagos mediante ELISA con un anticuerpo anti-Etag (GE Healthcare) y anticuerpo anti-Mi3
(GE Healthcare). Este valor se usé luego para seleccionar posiciones en las que la sustitucidon del residuo de CDR
con histidina no modificd de manera significativa la capacidad de unién en comparacion con scFv HL PM1 en funcién
de los resultados de ELISA en fagos para 8R344. Las posiciones seleccionadas se muestran en la Tabla 2. La
numeracion de cada residuc coincide con la numeracion de Kabat (Kabat, et al.,, 1991, Sequences of Proteins of
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immunological Interest, NiH).
[Tabla 2] Posiciones de la Sustitucién de Histidina gue No Afectan de Forma Significativa la Capacidad de Unign

H31, H50, H54, H56, H57, H58, H59, HE0, HB1, HE2, HE3, H64, HES, H100a, H100b, H102 L24, L26, L27, L28, L30,
L31, L3, 152, L53, LE4, L56, 1.90, .92, L93, L94

Construccién de Genoteca de CDR Modificada con Histidina

Se disefi¢ una genoteca en la que los aminoacidos de los residuos de CDR gue no modificaron de manera significativa
la capacidad de union cuando se sustituyeron con histidina como se muestra en la Tabla 2 (posiciones en las que se
puede introducir histidina) son su secuericia original (secuencia de tipo silvestre) o histidina. Se construyé la genocteca
en funcion de las secuencias de PF1H de la cadena H y PF1L de la cadena L producidas en el Ejemplo 1 de manera
gue las posiciones mutadas para la genoteca tengan las secuencias originales ¢ histidinas (ya sea la secuencia original
¢ histidina).

Las partes de gencteca se construyeron mediante PCR usando cebadores que se disefiarcn de manera que una
posicidon que se desea mutar para la genoteca tenga el codoén de aminodcido original o codon de histidina, v se
produjeron otras partes mediante PCR normal o mediante PCR usando cehadores sintéticos como en las partes de la
genoteca. Luego estas partes se enlazaron mediante PCR de complejo (J. Mol. Biol. 1996; 256: 77-88).

Esta genoteca se utilizd para construir una genoteca de exprasion de rivosomas de acuerdo con J. Immunological
Methods 1999; 231: 119-135. A los efectos de realizar traduccion in vitro sin células de Escherichia coli, se agregaron
una secuencia de SDA (sitio de unién al ribosoma) y promotor T7 al lado §', y se ligd una secuencia parcial gen3 que
sirve como enlazador para la expresién del ribosoma la lado 3' usando Sfil.

Adguisicion de scFv de Unién Dependiente de pH de Gencteca mediante Cribado de Perlas

A los efectos de concentrar solamente scFv con la capacidad de unirse a SR344, el cribado se realizé dos veces
mediante el método de expresién de ribosomas de acuerdo con Nature Biotechnology diciembre de 2000; 18: 1287-
1292. El 8R344 preparado se biotinild usando NHS-PEQ4-Biotina (Pierce) para obtener un antigeno. El cribado se
realizé usando 40 nM de! antigeno biotinilade.

Usando el conjunto de ADN resultante como plantilla, se restituyd scFv HL mediante PCR usando cebadores
aspecificos. Después de digerir con Sfil, el scFv HL digerido se inserté en un vector de fagémido pELBG lacl que
también se digirié con Sfil y luego se usd para transformar XL 1-Blue (Stratagene).

Se cultivaron células de Escherichia coli que contienen el plasmido deseado hasta 0,4 a 0,6 D.O./mL en medio 2YT
que contenia 100 pg/mL de ampicilina y glucosa al 2 %. Se agregd un fago de ayuda (M13KO7, 4,5 x 10" ufp) a esto,
se cultivé de forma estéatica durante 30 minutos a 37 °C v luego se cultivé con agitacion durante 30 minutos a 37 °C.
El cultivo se transfirid a un tubo Falcon de 50 mlL, se centrifugd durante 10 minutos a 3000 rpm, se volvié a suspender
en medio 2YT que contenia 100 pg/mL de ampicilina, 25 pyg/mL de kanamicina e IPTG 0,5 mM, y luego se incubd
durante la noche a 30 °C.

El cultivo incubado durante la noche se precipitd con NaCl 2,5 My PEG al 10 %, v luego se diluyd con PBS para
obtener una solucidn de fagoteca. Se agregaron M-PBS al 10 % (PBS que contiene leche desnatada al 10 %) y Tris-
HCI 1 M a la solucion de fagoteca hasta la concentracion final de M-PBS al 2,5 % v pH 7,4. Se realiz6 el cribado
mediante un método de cribado tipico usando un antigenc inmovilizado en perlas magnéticas (J. Immunol. Methods
20 marzo de 2008; 332(1-2): 2-9; J. immunol. Methods 1 enero de 2001; 247(1-2): 191-203; Biotechnol. Prog. marzo-
abril de 2002; 18(2): 212-20}. Mas especificamente, se agregaron 40 pmol de SR344 marcado con biotina a la fagoteca
preparada y la fagoteca se puso en contacto con el anfigeno durante 60 minutos a 37 °C. Se agregaron perias
recublertas con estreptavidina (Dynal M-280) lavadas con M-PBS al § % (PBS con leche desnatada al 5 %) y se dej6
gue se unieran durante 15 minutos a 37 °C. Las perlas se lavaron cinco veces con 0,5 mi de PBST (PBS con Tween-
20 al 0,1 %, pH 7,4) y PBS (pH 7,4). Las perlas se suspendieron luego en 1 mL de PBS (pH 5,5) 2 37 °C, y el fago se
recuperd de inmediato. La solucién de fagos recuperada se agregd a 10 mL de XLI-Blue de fase de crecimiento
logaritmico (DOBS0OO de 0,4 a 0,5) y se dejé en reposo durante 30 minutos a 37 °C para la infeccion. Las £. cofi
infectadas se colocaron en placas en una placa de 225 mm x 225 mm que contenia 2 YT, 100 yg/mL de ampicilina y
glucosa al 2 %. Estas E. coli se utilizaron para comenzar el cultivo en fagos adicional de la misma manera que se
describié anteriormente y se repitié el cribado 8 veces.

Evaluacién mediante ELISA en Fagos

Se inoccularon las colonias Gnicas anteriores en 100 ul de 2YT, 100 pyg/mL de ampicilina, glucosa al 2 % v 12,5 pg/mL
de tetraciclina y se cultivaron durante la noche a 30 °C. 2 pL de este cultivo se inocularon en 300 pl de 2YT, 100 pg/mL
de ampicilina y glucosa al 2 % y luego se cultivé durante 4 horas a 37 °C. Se agreg® un fago auxiliar (M13K07) al cultive
a razén de 9 x 108 ufp, se dejo reposar durante 30 minutos a 37 °C vy luego se agitd durante 30 minutos a 37 °C para la
infeccion. Posteriormente, el medio se reemplazd por 300 ul de 2 YT, 100 ug/mL de ampicilina, 25 pyg/mb de
kanamicina e IPTG 0,5 mM. Después del cultivo durante la noche a 30 °C, se recuperd el sobrenadante centrifugado.

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2978 400 T3

Se agregaron 360 pl. de PBS 50 mM (pH 7,4) a 40 pl. del scbrenadante centrifugado vy se sometid a ELISA. Se recubrid
una placa de microtitulacién de 96 pocillos StreptaWell (Roche) durante ia noche con 100 uL de PBS que contenia
62,5 ng/mL de SR344 marcado con biotina. Después de retirar el antigeno mediante lavado con PBST, se realizd el
blogueo con 250 b de BSA-FBS al 2 % durante 1 hora o mas. Después de eliminar el BSA-PBS al 2 %, se agregd el
sobrenadante ds cultivo preparado y se dej6 reposar durante 1 hora a 37 °C para la unién al anticuerpo. Después del
lavado, se agregaron 50 mM de PBS (pH 7,4) 0 80 mM de PBS {(pH 5,5} y se incubaron mediante reposo durante 30
minutos a 37 °C. Después del lavado, se realizd la deteccidén con un anticuerpo anti-M13 conjugado con HRP
(Amersham Pharmacia Biotech) diluido con BSA-PBS al 2 % y solucién simple de TMB (Zymed), seguido de adicién
de acido sulfdrico para detener la reaccion y la medicidn de la absorbancia a 450 nm.

Sin embargo, no se obtuvieron clones que presentaran capacidad de union dependiente del pH potente mediante este
cribado usando el antigeno inmovilizado en las perias magnéticas. Los clones que se descubrié que demostraron
capacidad de unidn dependiente del pH débil se sometieron a analisis de secuencias usando cebadores especificos.
Las posiciones en estos clones en los que habia histidina en un indice alto se muestran en la Tabla 3.

[Tabla 3] Posiciones de Sustitucion de Histidina Detectada Usando Fagoteca (Cribado con Perlas Magnéticas)
H50, H58, HE1, HE62, HE3, He4, H65, H102

124,127,128, .32, L53, L56, LO0, L92, .94

Adguisicion de scFv de Unién Dependiente de pH de Gencteca mediante Cribado en Columna

No se obtuvieron clones con capacidad de union dependiente del pH potente mediante el cribado tipico usando el
antigeno inmovilizado con perlas magnéticas. Esto puede deberse a las siguientes razones. En el cribado utilizando
un antigeno inmovilizado en perlas magnéticas o una placa, se recogen todos los fagos discciados de las perias
magnéticas o placa en condiciones acidas. Por lo tanto, los clones de fagos con dependencia de pH débil recuperados
juntos reducen la probabilidad de gue los clones con dependencia de pH fuerte se incluyan en los clones finalmente
concentrados.

Por lo tanto, se examind el cribado usando una columna inmovilizada con un antigeno como método de cribado mas
riguroso (Fig. 5). No ha habido informes previos sobre la adquisicidn de clones con capacidad de union dependiente
de pH mediante el uso de cribado con una columna inmovilizada con antigeno. En el cribado usando una columna
inmovilizada con antigeno, cuando los fagos que se han unido en condiciones neutras se eluyen en condiciones acidas,
los clones con dependencia de pH débil se vuslven a unir al antigeno dentro de la columna y, por lo tanto, se eluyen
menos, 1o gue permite que los clones més fuertemente dependientes del pH que menos se vuelvan a unir dentro de
la columna se eluyan de la columna de manera selectiva. Ademas, si bien "todos” los fagos que se han discciado en
condiciones acidas se recuperan en el cribado usando el antigeno inmovilizado en perias magnéticas o una placa, el
crivado que usa una columna inmovilizada con el antigeno permite la recuperacion selectiva de fagos con capacidad
de unidn dependiente del pH fuerte, permitiendo que un tampén de caracter acido fluya a través de la columna para
comenzar la elucidn y recuperando sclamente las "fracciones apropiadas”.

En primer lugar, se preparé una columna en la cual se inmovilizé el antigeno SR344. Se lavaron 200 ul de
estreptavidina Sepharose (GE Healthcare) con 1 ml de PBS, se suspendieron en 500 uL de PBS, y se pusieron en
contacto con 400 pmol de SR344 marcado con biotina durante 1 hora a temperaiura ambiente. Posteriormente, se
llend una columna vacia (Amersham Pharmacia Biotech) con la sefarosa anterior y se lavé con aproximadamente 3
mL de PBS. Los fagos de genoteca precipitados con PEG mencionados antericrmente se diluyeron hasta 1/25 con
BSA-PBS al 0,5 % (pH 7.,4), se hicleron pasar a través de un filtro de 0,45 nm y luego se agregaron a la columna.
Daspués del lavado con aproximadamente 8 mb de PBS (pH 7,4), MES-NaCl 80 mM (pH 5,5) se dejo fluir a través de
la columna para eluir los anticuerpos que se disocian a pH bajo. Las fracciones eluidas apropiadas se recogieron vy la
solucion de fagos recuperada se agreg6 a 10 mbL de XL1-Biue de fase de crecimiento logaritmico (DO600 de 0.4 a
0,5) v se dejo en reposo durante 30 minutos a 37 °C.

Las E. coli infectadas se sembraron en una placa de 225 mm x 225 mm con 2 YT, 100 pg/mL de ampicilina y glucosa
al 2 %. Estas £. coli se utilizaron para comenzar el cultivo en fagos adicional de la misma manera gue se describio
antericrmente y para repetir el cribado 6 veces.

Evaluacién mediante ELISA en Fagos

Los fagos resultantes se evaluaron mediante ELISA en fagos. Los clones que se descubrié que eran fuertemente
dependientes del pH se sometieron a andlisis de secuencias usando cebadores especificos. Como resultado, se
obtuvieron varios clones que presentaron union dependiente del pH fuerte en comparacién con WT. Como se muestra
en la Fig. 6, se descubrid que el clon CL5 (cadena H: CLH5, cadena L.: CLL5) (CLH5: secuencia de aminoécidos de la
SEQ ID NO: 5, CLL5: secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 8) exhibia capacidad de unién dependiente del pH
particularmente fuerte en comparacién con WT. Por lo tanto, se confirmé que los anticuerpos que exhibian una unién
dependiente del pH fuerte, si bien no se pudieron obtener mediante el cribado tipico usando el antigeno inmovilizado
en perlas magnéticas, se pueden obtener mediante cribado usando una columna inmovilizada con el antigeno. Por lo
tanto, se descubrid que el cribado usando una columna inmovilizada con antigenc era un método muy eficaz para
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obtener anticuerpos de unién dependiente del pH de una genoteca. Se analizaron las secuencias de aminoacidos de
los clones que muestran unién dependiente del pH, vy las posiciones en las que histidina se encontraba presente con
alta probabilidad en los clones concentrados se muestran en la Tabla 4.

[Tabla 4] Posiciones de Sustitucion de Histidina descubiertas mediante Fagotsca (Cribado en Columna)

H31, H50, H58, H62, HB3, H65, H100b, H102

24, 127,128, L32, L53, L56, L.90, .92, 1L.94

[Ejemplo 4] Expresion y Purificacion de Anticuerpo del Receptor de IL-6 Humanizado Modificado con Histidina

Produccién, Expresidon y Purificacion del Vector de Expresion del Anticuerpo del Receptor de IL-6 Humanizada
Modificado con Histidina

Alos efectos de convertir los clones que muestran fuerte dependencia del pH en ELISA en fagos a IgG, se amplificaron
VH y VL, respectivamente, mediante PCR, se digirieron con Xhol/Nhel y EcoRl, y se insertaron en un vector de
expresién celular de mamifero. Se determind la secuencia de nucledtidos de cada fragmento de ADN mediante un
método conocide por las personas expertas en la técnica. Se utilizé CLHS/L73, en donde se utilizé CLHS5 para la
cadena H y se utilizé L73 obtenido en el Ejemplo 2 para la cadena L, se expresé y purificd como igG. La expresidn y
purificacion se realizé mediante el método que se describe en el Ejemplo 1.

El anticuerpo con dependencia del pH incluso mas alta se produjo combinando los sitios de mutacion. En funcién de
la ubicacion en la que His se concentro en la fagoteca, asi como la informacién estructural y similares, H32, HE8, HE2
y H102 en H3pl que se obtuvieron como una cadena H en el Ejempio 2 se sustituyeron con histiding, y H95 y HO9 se
sustituyeron adicionalmente con valina e isoleucina, respectivamente, para producir H170 (SEQ 1D NO: 4). La
produccién variante se realizé mediante el método gue se describe en el Ejemplo 1. Ademas, se produjo L82 (SEQ ID
NO: 7) mediante la sustitucion de la histidina 28 de .73, que se produjo como una cadena L en el Ejemplo 2, con &cido
aspartico. La produccion variante se realizé mediante el método gue se describe en el Ejemplo 1. H170/L82, en donde
H170 se utilizé para la cadena H y L82 se utilizd para la cadena L, se exprest y purificé como IgG usando el método
que se describe en el Ejemplo 1.

[Ejemplo 5] Evaluacion de la Actividad de Neutralizacion de IL-6R del Anticuerpo de Union Dependiente del pH
Evaluacioén de la Actividad de Neutralizacion del Receptor de I1L-6 Humana de Clones Convertidos a igG

Se evalu¢ la actividad de neutralizacion del receptor de iL-6 para cuatro anticuerpos: anticuerpo PM1 humanizado
{(WT) y H3pl/L73, CLH5/L73 y H170/L82 producidos en los Ejemplos 2 y 4.

Mas especificamente, se evalué la actividad de neutralizacién del receptor de IL-8 usando BaF3/gp130 que exhibe
crecimiento dependiente del recepior de 1L-6/IL-6. BaF3/gp130 se lavo tres veces con medio RPMI1640 con FBS al
10 %, luego se suspendid a 5 x 10* células/mL en medic RPMI1640 con 50 ng/ml de interleucina humana-6 {Toray),
60 ng/mL del receptor de IL-6 humano soluble recombinante (SR344) vy FBS al 10 %. 50 ulL de la suspension se
dispusiasron en cada uno de los pocillos de una placa de 96 pocillos (Coming). A continuacién, el anticuerpo purificado
se diluyd con RMP11640 que contenfa FBS al 10 %, y se mezclaron 50 pi del anticuerpe en cada uno de los pocillos.
Después del cultivo durante 3 dias a 37 °C y 5 % de COq, se agregd reactivo WST-8 (Cell Counting Kit-8, Dojindo
Laboratories) diluido dos veces con PBS a razdn de 20 pl/pocillo, y luego se midio inmediatamente para determinar
la absorbancia a 450 nm (longitud de onda de referencia: 620 nm) con Sunrise Classic (Tecan}. Después del cultivo
durante 2 horas, se midié la absorhancia a 450 nm nuevamente {longitud de onda de referencia: 620 nm). Se evalué
la actividad de neutralizacién del receptor de IL-6 en funcion del cambic en la absorbancia después de 2 horas. Como
resultado, como se muestra en la Fig. 7, se muestra que H3pl/L73, CLH5/L73 y H170/L82 tienen actividad de
neutralizacion bioldgica equivalente en comparacion con el anticuerpo PM1 humanizado (WT).

[Ejemplo 6] Analisis Biacore de Anticuerpo de Unidn Dependiente del pH
Andlisis de Union de Clones de Unién Dependiente de pH al Receptor de IL-6 Soluble

Los analisis cinéticos de las reacciones entre antigeno y anticuerpo a pH 5,8 y pH 7,4 se realizaron usando Biacore
T100 (GE Healthcare) en los cuatro anticuerpos: anticuerpoe PM1 humanizado (WT) y H3pl/L73, CLH5/L73 y H170/1.82
producidos en los Ejemplos 2 y 4 (tampdn: MES 10 mM (pH 7.4 o pH 5,8), NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05 %). Se
unieron diversos anficuerpos a un chip sensor inmovilizado con proteina recombinante A/G (Pierce) mediante
acoplamiento con amina. Se inyectd SR344 ajustado a las concentraciones de 9,8 a 4060 nM al chip como un analito.
Se observd la asoclacidn y disociacion de los clones de unidn dependiente del pH a SR344 en tiempo real (Figs. 8 v
9). Todas las mediciones se realizaron a 37 °C. Se calcularon las constantes de velocidad de asociacion ka (1/Ms) y
las constantes de velocidad de disociacion kg (1/8} usando Biacore T100 Evaluation Software (GE Healthcare), y se
calcularon las constantes de disociacion KD (M) en funcion de estos valores (Tabla 5). Ademés, la relacién de las
afinidades a pH 5,8 v pH 7,4 se calcularon para cada clon para evaluar la unién dependiente del pH. Todas las
mediciones se realizaron a 37 °C.
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Como resultade de calcular la relacién de afinidad entre pH 5,8 y pH 7,4 para cada clon, la unién dependiente del pH
{afinidad) de H3p/L73, H170/L82 y CLHE/L73 a SR344 fue de 41 veces, 394 veces y 66 veces, respectivamente, cada
uno de los cuales muestra la unién dependiente del pH mas de 15 veces mas que WT.

Aln no se han registrado anticuerpos del receptor de anti-IL-6 que se unen fuertemente al antigenc a pH ds plasma
de 7,4 pero se unen débilmente al antigenc a pH intraendosémico de 5,5 a 6,0. En este estudic, se cbiuvieron
anticuerpos que conservan la actividad de neutralizacién biolégica equivalente al anticuerpo del receptor de IL-8
humanizado WT vy la afinidad a pH 7,4, pero exhiben afinidad a pH 5,8 que se ha disminuido especificamente mas de
10 veces.

[Tabla 8] Comparacion de ia Unién de los Clones de Unién Dependientes del pH Dirigidos Contra SR344 al Receptor
de [L-6 Soluble

pH7 .4 pH5.8
ka(1/Ms) kd(1/s) KD(M) ka(1/Ms) kd(1/s) KD(M) KD(pH5 8YKD(pH7,4)
WT 51E+05 1,0E-03 2,1E-09 7,6E+05 3,8E-03 5,0E-09 2,4
H3plL73 5,4E+05 74E04 14E09 17E+05 97E-03 57E-08 41,3
H170/L82 6,85+05 1,1E-03 16E09 26E+04 17502 64E-07 393,5
CLH5/L73 7,1E+05 79E-04 1.1E-09 38E+05 28E-02 74E-08 66,1

Analisis de la Unién de los Clones de Unién Dependiente del pH al Recepior de IL-8 de Membrana

Se observaron reacciones de antigeno-anticuerpo al receptor de IL-6 de membrana a pH 5,8 y pH 7,4 para los clones
de union dependiente del pH producidos anteriormente, usando Biacore T100 (GE Healthcare). Se evalué la unién al
receptor de 1L.-6 de membrana evaluando la unidn al receptor de 1L-6 inmovilizado en un chip sensor. SR344 se biotinild
de acuerdo con un método conocido por las personas expertas en la técnica y el SR344 bictinilado se inmovilizé en el
chip sensor mediante estreptavidina mediante el uso de la afinidad entre estreptavidina y biotina. Todas las mediciones
se realizaron a 37 °C, y el tamp6n de fase movil contenia MES 10 mM (pH 5,8), NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05 %.
Se inyectaron los clones de unién dependiente del pH alli en condiciones de pH 7.4 v se permitié que se unieran a
SR344 (tampon de muestra de inyeccion: MES 10 mM (pH 7.,4), Nall 150 mM, Tween 20 al 0,05 %), y se observé la
disociacion dependiente dei pH de cada clon a pH de fase movil de 5,8 (Fig. 10).

Se calculd la velocidad de disociacién (ke{1/s}) a pH 5,8 usando Biacore T100 Evaluation Software (GE Healthcare)
ajustando sclamente la fase de disociacion a pH 5,8, en donde 0,5 pg/ml de la muestra se unié en MES 10 mM (pH
7,43, NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05 %, y se disocié en MES 10 mM {pH 5,8), NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05 %.
De manera similar, se calculd la velocidad de disociacion (ke(1/s)) a pH 7,4 usando Biacore T100 Evaluation Softwars
(GE Healthcare) ajustando solamente la fase de disociacién a pH 7,4, en donde 0,5 ug/ml de la muestra se unid en
MES 10 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05 %, y se disocié en MES 10 mM (pH 7,4}, NaCl 150 mM y
Tween 20 al 0,05 %. La constanie de velocidad de disociacion dependiente del pH de cada clon se muestra en la
Tabla 6.

[Tabla 6] Comparacion de la Constante de Velocidad de Disociacién de Clones de Unién Dependiente del pH dirigidos
contra SR344 del Receptor de IL-6 de membrana

kd(1/s) relacion kd
pH7.4 pH5,8 pH5.8/pHT. 4
WT 4 84E-04 7,15E-04 1,5
H3pl/L73 3,44E-04 3,78E-03 11,0
H170/L82 7,70E-04 1 44E-03 1,9
CLH5/L73 1,84E-03 5,87E-03 55

Se observé la dependencia del pH mas alto de la relacion de disociacion en H3pl/L73 seguido de CLHE/L73 y H170/L82
en orden descendente y cada clon demostré una disociacién del receptor de IL-6 de membrana dependiente del pH
mas alta que WT. Sin embargo, la clasificacion de la asociacion/disociacion dependiente del pH fue distinta entre el
receptor de IL-6 soluble v el receptor de IL-6 de membrana. Se reveld que H170/L82, gue exhibid la unién dependients
del pH mas alta en el analisis de unién al receptor de IL-6 soluble, mostrd la unién dependiente del pH mas baja en el
analisis de la unién al receptor de IL-6 de membrana. En general, se sabe que si bien las moléculas de IgG se unen
de forma monovalente a un antigeno soluble (afinidad), se unen de forma divalente a los antigenos de membrana
(avidez). Se sugiere que esta diferencia en el modo de unidn entre antigenos solubles y antigenos de membrana
influyd en la unién dependiente del pH de H170/L.82.
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[Ejemplo 7] Confirmacion de Unidn Maltiple al Antigeno mediante el Anticuerpo de Unidén Dependiente del pH

Como se describe en el Ejemplo 2, los anticuerpos de union dependientes del pH son capaces de unirse a los
antigenos muitiples veces. De manera especifica, un anticuerpe de unién dependients del pH que se ha unido a un
antigenc no se absorbe especificamente en endosomas, sino que se disocia del antigeno soluble en condiciones
acidas intraendosomicas. El anticuerpo se une a FcRn y, con ello, regresa al plasma. Dado que el anticuerpo que ha
regresado al plasma no se une al antigeno, es capaz de unirse a un nuevo antigeno ofra vez. La repeticién de este
proceso permite que los anticuerpos de unidn dependientes del pH se unan a los antigenos miltiples veces. Sin
embargo, para los anticuerpos de lgG que no presentan capacidad de unién dependiente del pH, no todos los
antigenos se disocian de los anticuerpos en condiciones &cidas intraendosdmicas. Por o tanto, anticuerpos de este
tipo que han regresado al plasma mediante FcRn permanecen unidos al antigeno y, por lo tanto, no pueden unirse a
nuevos antigenos. Por consiguiente, en casi todos los casos, cada molécula simple de anticuerpo de IgG es capaz de
neutralizar solamente dos antigenos (en caso de unién divalents).

Por lo tanto, se evalud si los tres anticuerpos de unidn dependiente del pH (H3pl/L73, CLH5/L73 y H170/L82)
construidos en los Ejemplos 2 y 4 eran capaces de unirse al antigeno SR344 miltiples veces en comparacion con el
anticuerpo PM1 humanizado (tipo silvestre, WT).

Se usé Biacore (GE Healthcare) para evaluar que los antficuerpos que se unen a pH 7,4 y se disocian a pH 5,8 eran
capaces de unirse al antigeno multiples veces. El anficuerpo gue se debia evaluar se unié a un chip sensor
inmovilizado con proteina recombinante A/G (Pierce) mediante el método de acoplamiento de amina y se permiti6 el
flujo de una fase mdévil de pH 7,4 (stapa 1). Luego se dejd que la solucidén de SR344 ajustada a pH 7.4 fluyera como
un analito para unir SR344 al anticuerpo a pH 7,4 (etapa 2). Esta unién a pH 7,4 imita la union al antigeno en plasma.
Postericrmente, se agregd el tampdén ajustado a pH 5,8 sclo {que no contenia SR344) como un analito para exponer
el antigeno unido al anticuerpo a condiciones acidas (etapa 3). Esta disociacion a pH 5,8 imita el estado de unién de
los complejos antigeno-anticuerpo en endosomas. Posteriormente, se repitic la etapa 2. Esto imita la re-unién del
anticuerpo gue ha regresado al plasma mediante FcRn a un nuevo antigeno. Posteriormente, se repitic la etapa 2 para
exponer el complejo anticuerpo-antigeno a condiciones acidas. La repeticion de la "etapa 2 a ia etapa 3" miltiples
veces a 37 °C como se describid anteriormente puede imitar el estade in vivo en el que los anticuerpos se absorben
de forma reiterada del plasma en endosomas mediante pinocitosis y regresan al plasma mediante FcRn (Nat. Rev.
immunol. septiembre de 2007; 7(9): 715-25).

Los clones de union dependiente del pH producidos descritos anteriormente se analizaron usando Biacore T100 (GE
Healthcare) para determinar su capacidad de unirse al antigeno SR344 muitiples veces a pH 5,8 y pH 7,4. Mas
especificamente, el andlisis se llevd a cabo de la siguiente manera. Todas las mediciones se realizarcn a 37 °C. En
primer lugar, los anticuerpos de muestra que se describieron anteriormente se unieron en un chip sensor inmovilizado
con una proteina recombinante A/G (Plerce)}, en donde el tampon de fase movil fue MES 10 mM (pH 5,8), NaCl 150
mM y Tween 20 al 0,05 % (etapa 1). Se inyectd SR344 ajustado a una concentracién de aproximadamente 40 nM
como un analitc durante 3 minutos a pH 7,4 v se dejd que se uniera (el tampdn para SR344 inyectado fue MES 10
mM (pH 7,4), NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05 %) (etapa 2). Posteriorments, se interrumpid la inyeccién de SR344 y
se dej6 que una fase movil de pH 5,8 fluyera durante aproximadamente 70 segundos para exponer el complejo
anticuerpo/SR344 en condiciones acidas (stapa 3). Se repitieron de forma continua diez conjuntos de este proceso de
unién (etapa 2)/exposicién a acidez (etapa 3) para observar el sensograma en tiempo real, 1o que se muestra en la
Fig. 11. WT mostrdé menos disoclacion de SR344 durante la exposicion acida en la etapa 3 y, por consiguiente, la
proporcion de anticuerpo capaz de unirse a nuevos antigenos en la etapa 2 posterior fue extremadamente baja. Por
el contrario, se descubrié que los clones de union dependiente del pH, particularmente H170/1.82 y CLH5/L.73,
demostraron una disociacion tan fuerte durante la exposicion acida en la etapa 3 que la mayoria del SR344 unido se
disocio vy, por lo tante, casi todos los anticuerpos fueron capaces de unirse a nuevos antigenos en la etapa 2 posterior.
En la repeticidn de 10 conjuntos de la union (etapa 2} y exposicion acida (etapa 3), casi todos los anticuerpos H170/L82
y CLH5/L.73 fueron capaces de unirse a nusvos antigenos en cada conjunto.

Los senscgramas obtenidos se utilizaron para calcular la cantidad de union de SR344 en cada conjunto para cada
muestra usando Biacore T100 Evaluation Software (GE Healthcare). Los valores integrados en el periodo de tiempo
de los 10 conjuntos se muastran en la Fig. 12. Los valores de RU integrados obtenidos en el conjunto nimero 10 son
equivalentes a la cantidad total de antigenos unidos durante los diez ciclos. Los clones de union dependientes del pH,
particularmente H170/L82 y CLH5/L73, demostraron las mayores cantidades totales de antigenos unidos en
comparacién con WT y demostraron ser capaces de unirse de forma reiterada a casi cuatro veces la cantidad de
antigenos unidos con WT. Por consiguients, se reveld que al otorgar capacidad de unién dependiente del pH a WT,
anticuerpos de este tipo pueden unirse de forma reiterada a los antigenos y neutralizar asi miltiples antigenos.

[Ejemplo 8] Prueba de PK/PD de Anticuerpo de Unién Dependiente del pH Usando Ratones Transgénicos del
Receptor de iL-6 Humano

Receptores de IL.-6 se encuentran presentes en el cuerpo en forma de receptor de IL-6 soluble y en forma de receptor
de [L-6 tipo membrana {(Nat. Clin. Pract. Rheumatol. Noviembre de 2006; 2(11): 619-26). Los anticuerpos del receptor
de anti-iL-8 se unen a los receptores de IL-8 solubles y receptores de IL-6 tipo membrana y neutralizan su accién
bioldgica. Se cree que un anticuerpo del receptor de anti-IL-6 se une a un receptor de L-6 tipc membrana, se absorbe
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posteriormente en un endosoma dentro de una célula maediante internalizacion mientras gue el anticuerpo se mantiene
unido al receptor de IL-6 tipoc membrana, y luego se mueve a un lisosoma mientras se mantiene unido al receptor de
iL-6 tipo membrana en donde se degrada mediante lisosoma junto con el receptor de [L-6 tipo membrana. SiH3pl/L73,
CLH5/L73 y H170/L82, que son los anticuerpos del receptor de IL-6 de unién dependiente del pH evaluados en el
Ejemplo 6, son capaces de regresar al plasma mediante FCRn como resultado de la disociacion en condiciones dcidas
dentro de los endosomas, los anticuerpos gue han regresado al plasma pueden unirse a los antigenos nuevamente.
Esto permite la neutralizacién de miltiples receptores de IL-6 tipc membrana con una Unica molécula de anticuerpo.
El que se logre o no el regreso al plasma mediante FcRn como resultado de la disociacion en condiciones &cidas
dentro de los endosomas con los anticuerpos del receptor de anti-iL-6 de unién dependiente del pH construidos se
puede determinar mediante la evaluacion de si mejora la farmacocinética de estos anticuerpos en comparacién con la
farmacocinatica de WT.

Por lo tanto, se evalud la farmacocinética en ratones transgénicos del receptor de IL-6 humano (ratones transgénicos
de hiL-6R, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 23 de mayo de 1995; 92(11): 4862-8) para los cuatro tipos de anticuerpos, es
decir, anticuerpo PM1 humanizado (tipo silvestre: WT) y H3pl/L73, CLHE/L73 y H170/L.82 construidos en los Ejemplos
2y 4. WT, H3pl/L73, CLH5/L73 o H170/L82 se administrd mediante administracién intravenosa de tUnica dosis a
ratones transgénicos de hiL-6R a 25 mg/kg, y se recogieron muestras de sangre, antes de la administracién y con el
transcurso del tiempo. La sangre recogida se centrifugd de inmediato durante 15 minutos a 15.000 rpm y 4 °C para
obtener plasma. El plasma separado se almacend en un congelador configuradc a -20 °C ¢ menos hasta que se
realizaron las mediciones.

La medicion de la concentracién en plasma de raton se realizé mediante ELISA. Se prepararon muestras para la curva
de calibracion a concentraciones de plasma de 6,4, 3,2, 1,6, 0,8, 0.4, 0,2 y 0,1 yg/mL. Las muestras de la curva de
calibracion y las muesiras de medicion de plasma de ratdn se suministraron a una inmunoplaca {(Nunc-Immuno Plate,
MaxiSorp {Nalge Nunc International}} inmovilizada con IgG anti-humana (especifica de cadena y) F(ab')2 (Sigma), y
se dejaron reposar sin alteraciones durante una hora a temperatura ambiente. Se dejaron reaccionar de forma
secuencial 1gG-BIOT anti-humana de cabra {Southern Biotechnology Associates} y conjugado de estreptavidina-
fosfatasa alcalina (Roche Diagnostics) v se realizd una reaccidon cromogénica usando BluePhos Microwell
Phosphatase Substrates System (Kirkegaard & Perry Laboratories) como sustrato. Se midié la absorbancia a 650 nm
con un lector de microplacas. Se calcularon las concentraciones en plasma de raton de la absorbancia de la curva de
calibracién usando el software analitico SOFTmax PRO (Molecular Devices). Los pericdos de fiempo de las
concentraciones en plasma de WT, asi como H3plWLL73, CLH5/L73 y H170/L.82 se muestran en la FIG. 13.

Se mejord la farmacocinética para todos los H3pl/L73, CLHS/L73 y H170/L82 en comparacion con WT. En particular,
se mejord la farmacocinética de H3pl/L73 y CLH5/L73 de manera considerable. Se absorbe un anticuerpo del receptor
de anti-IL-6 de tipo silvestre (WT) unido al receptor de IL-8 tipo membrana en un endosoma dentro de una célula
mediante internalizacion, se mueve a un liscgoma mientras gue el anticuerpo se mantiene unido al antigeno v luego
se degrada; por lo tanto, tiene un periodo de permanencia breve en el plasma. Por el contrario, dado que se mejoré la
farmacocinética de los anticuerpos del receptor de anti-iL-6 de unién dependiente del pH considerablemente, se
considera que los anticuerpos del receptor de anti-IL-8 de unién dependiente del pH regresan al plasma nusvamente
mediante FcRn como resultado de la disociacion del antigeno, el receptor de IL-6 tipo membrana, en condiciones
acidas dentro de los endosomas.

Sibien se mejord la farmacocinética para todos los H3pl/L73, CLHE/L73 y H170/L82 en comparacion con WT, el efecto
de prolongacion del tiempo de persistencia en plasma de HI 70/L82 fue mas débil que el efecto de H3pl/L73 y
CLH5/L.73. Dado gque se cree que las moléculas de IgG se unen normalmente de forma divalente al antigeno unido a
la membrana, se cree que los anticuerpos del receptor de anti-iL-6 también se unen de forma divalente {avidez) a los
receptores de [L-6 fipo membrana y luego se internalizan. Como se indica en el Ejempio 8, el analisis usando Biacore
reveld gue H170/L82 se disocid rapidamente del receptor de IL-6 a pH 5,8 cuando se unié al receptor de IL-6 soluble
(FIG. 9), pero la velocidad de disociacién de este del receptor de [L-6 a pH 5,8 cuando se unid al receptor de 1L-6 tipo
membrana fue extremadamente lenta (FIG. 10). A partir de este resultado, se cree gue el motivo del efecto débil de
proiongar el periodo de permanencia en plasma de H170/L82 es que el anticuerpo fue incapaz de disociarse de forma
adecuada dentro de los endosomas después de haberse internalizado debido a su discciacion lenta a pH 5,8 cuando
se une al receptor de |L-6 tipo membrana. A saber, como &n el caso relacionado con los antigenos de membrana, se
determiné gue a los efectos de que una Unica molécula de IgG neutralice maltiples antigenos de membrana, la
dependencia del pH de la disociacion de unién divalente (avidez) es mas importante que la dependencia del pH de la
unién monovalente (afinidad).

[Ejemplo 8] Prueba de PK/PD de Anticuerpo de Unién Dependiente del pH Usando Monos Cynomolgus

Dado que la farmacocinética de los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de unién dependiente del pH mejord
considerablemente en el Ejernplo 8, se cree que los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de unién dependiente del pH
regresan al plasma mediante FcRn como resultado de la disociacién dsl antigeno, el receptor de |L-6 tipo membrana,
en condiciones acidas deniro de los endosomas. Si los anticuerpos que han vuelio al plasma pueden unirse a los
receptores de iL-6 tipo membrana nuevamente, se cree que la neutralizacion de un antigeno, el receptor de IL-6 tipo
membrana, mediante los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de unién dependiente del pH persiste por mas tiempo
gue la neutralizacién mediante el anticuerpo del receptor de anti-IL-6 de tipo silvestre con la misma dosificacién.
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Ademas, dado que el receptor de IL-6 scluble también esté presente entre los receptores de IL-8, se cree que la
duracion de la neutralizacién también es mas prolongada para la misma dosificacién con respecto al receptor de IL-6
soluble.

Se evalud la farmacocinética en monos cynomolgus para WT y H3pl/L73. Se administré WT o H3pl/L73 a monos
cynomolgus mediante administracion intravenosa en una Unica dosis a 1 mg/kg, vy se recogieron muestras de sangre,
antes de la administracién y con el transcurso del tiempo. La sangre recogida se centrifugé de inmediato durante 15
minutos a 15.000 rpm y 4 °C para obtener plasma. El plasma separado se almacend en un congelador configurado a
-20 °C o menos hasta que se realizaron las medicionas.

La medicion de la concentracién en plasma de mono cynomolgus se realizo mediante ELISA. En primer lugar, se
suministré IgG anti-humano (especifica de cadena y) fragmento F(ab'}2 de anticuerpo (Sigma) en un Nunc-
immunoPlate MaxiSorp (Naige Nunc International) vy se dej6 reposar sin alteracién durante la noche a 4 °C para
preparar placas inmovilizadas con 1gG anti-humano. Se prepararon muestras de curva de calibracién con
concentraciones en plasma de 3,2, 1,6, 0,8, 0,4, 0,2, 0,1 y 0,05 ug/mbL v muestras de medicion de plasma de mono
cynomolgus diluidas 100 veces; se agregaron 200 pb de 20 ng/mL de IL-6R de mono cynomolgus a 100 L de las
muestras de curva de calibracion y muestras de medicion de plasma y luego se dejaron en reposo sin alteracion
durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se colocaron en la placa inmovilizada con
tgG anti-humano y se dejaron en reposo sin alteracion durante una hora a temperatura ambiente. El anticuerpo IL-6R
anti-humano biotinilado (R&D) se dejd reaccionar durante una hora a temperatura ambiente y luego se dejo reaccionar
estreptavidina-PolyHRP80 (Sterecspecific Detection Technologies) durante una hora. Se realizé una reaccion
cromogénica usande TMP One Component HRP Microwell Substrate (BioFX Laboratories) como sustrato, luego se
detuvo la reaccidén con acido sulfdrico 1N (Showa Chemical) v se midié la absorbancia a 450 nm con un lector de
microplacas. Se calcularon las concentraciones en plasma de mono cynomolgus a partir de la absorbancia de la curva
de calibracion usando el software analitico SOFTmax PRO (Molecular Devices). Los periodos de tiempo de las
concentraciones en plasma de WT y H3pl/L73 después de la administracion intravenosa se muestran en la FIG. 14.
Como resultado, se mejorg considerablemente la farmacocinética de H3pl/L73 en comparacioén con WT en monos
cynomolgus de la misma manera que en ratones transgénicos de! receptor de IL-6 humano. Dado que se mejord
considerablemente la farmacocinética de un anticuerpo del receptor de anti-iL-6 de unién dependiente del pH,
H3pi/L73, se considera que H3pl/L73 regresa al plasma mediante FcRn como resultado de ia disociacion del antigeno,
el receptor de IL-6 tipo membrana, en condicionss dcidas dentro de los endosomas.

A los efectos de evaluar el grado en el gue el receptor de IL-6 tipo membrana de mono cynomolgus se neutraliza
mediante la administracién intravenosa de WT y H3pl/L73, se estudiaron los efectos de los anticuerpos de muestra en
la proteina reactiva C (CRP) inducidos en plasma mediante IL-8 de mono cynomolgus. Dado que se secreta CRP
cuando IL-6 se une a los receptores de IL-6 tipoc membrana, CRP sirve como un indicador de la neutralizacion de los
receptores de 11.-6 tipo membrana. Se administrd |L-6 de mono cynomolgus (cyno.lL-6 preparada en el Ejemplo 1) con
plasma de mono cynomolgus inactivado al 1 % por via subcutanea en la zona lumbar de los animales a diario a 5
ug/kg del dia 3 al dia 10 después de la administracion de WT o H3pliL73. Se recogieron muestras de sangre de la
vena safena inmediatamente antes del inicio de la administracion de 1L-6 de mono cynomolgus (dia 3} y después de
la administracién con intervalos de 24 horas (dia 4 a dia 11}, luego se separaron en plasma. Las concentraciones de
CRP de animales individuales se midieron con Cias R CRP (Kanto Chemical) usando un analizador automatico (TBA-
120FR, Toshiba Medical Systems). Los pericdos de tiempo de la concentracion de CRP después de la induccién con
iL-6 de cynomolgus con respecto a WT y H3pl/L73 se muestran en la FIG. 15. Como resultado, se prolongd
considerablemente la duracién de la supresion de CRP mediante H3pl/L73 en comparacién con WT. En virtud de este
descubrimiento, se cree que un anticuerpo del receptor de anti-IL-6 de unién dependiente del pH, H3pl/L73, regresa
al plasma mediante FcRn como resultado de la disociacién de su antigeno, el receptor de IL-6 tipo membrana, en
condiciones &cidas dentro de los endosomas, y neutraliza el receptor de 1L-6 tipoc membrana mediante ia re-unién a
este; y con ello suprime la produccién de CRP durante un periodo de tiempo mas prolongado que WT. Dicho de otro
modo, se demostrd gue H3pl/L73 puede unirse a y neutralizar el receptor de IL-6 tipo membrana mas de una vez, como
una Unica molécula de anticuerpo. Dado gue se prolonga la duracién de la supresion de la produccion de CRP mediante
H3pl/L73 en comparacién con la duracién mediante WT, se indicé que se prolonga la duracién de tiempo en que un
antigeno, el receptor de IL-6 tipo membrana, se une con los anticuerpos para H3pl/L73 en comparacion con WT.

A los efectos de evaluar el grado en el que el receptor de IL-6 soluble de mono cynomolgus se neutraliza mediante la
administracion intravenosa de WT y H3pl/L73, se midi6é la concentracion de receptor de {L-6 soluble de mono
cynomolgus no unide en plasma de mono cynomolgus. Todos los anticuerpos tipo IgG (igG de mono cynomolgus,
anticuerpo del receptor de IL-6 anti-humano, y un complejo del anticuerpo del receptor de IL-6 anti-humano y receptor
de IL-8 soluble de mono cynomolgus) presentes en &l plasma se absorbieron en la proteina A mediante adicién de 30
ul de plasma de mono cynomolgus a una cantidad apropiada de resina de proteina A Sepharose Fast Flow (GE
Healthcare) secada en una copa de filtro de 0,22 um (Millipore). Después de la centrifugacion con una centrifuga a
alta velocidad, se recuperd la solucidén que pasé a través de ésta (denominada en lo sucesivo "solucién de paso”).
Dado que la solucién de paso no contiene el complejo del anticusrpo del receptor de IL-6 anti-humano y el receptor
de IL-6 soluble de mono cynomolgus que se une a la proteina A, se puede medir la concentracion del receptor de IL-
6 soluble no unido midiendo ia congentracion del receptor de IL-6 soluble de mono cynomolgus en la solucion de paso.
Se mezclaron anticuerpo IL-8R anti-humano monoclonal (R&D) marcado con rutenio con éster de NHS sulfo-
etiquetado (Meso Scale Discovery) y anticuerpo de IL-6R anti-humano biotinilado (R&D) con muestras de curva de
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calibracion del receptor de [L-6 de mono cynomolgus ajustadas a concentraciones de 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125
y 62,5 pg/mL y las muestras de plasma se trataron con proteina A como se describid anteriormente. Se dejd que ias
mezclas reaccionaran durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se colocaron las mezclas en una
placa de 96 pocillos MA2400 estandar recubierta con SA (Meso Scale Discovery). Después de dejarlo reaccionar
durante una hora adicional v de lavarlo, se colocod tampdn Read T (x4) (Meso Scale Discovery). Inmediatamente
después, se realizé la medicidn con Sector Imager 2400 (Meso Scale Discovery). Se calcularon las concentraciones
del receptor de {L-8 de mono cynomolgus a partir de la respuesta de la curva de calibracién usando el software analitico
SOFTmax PRO (Molecular Devices). Los periodos de tiempo de las concentraciones del receptor de IL-6 soluble de
mono cynomolgus no unido para WT y H3pl/L73 se muestran en la FIG. 16. Como resultado, la duracién de la
neutralizacion del receptor de [L-6 soluble de mono cynomolgus mediante H3pl/L73 fue considerablemente mayor en
comparacién con la duracion mediante WT. En virtud de este descubrimiento, se cree que el anticuerpo del receptor
de anti-IL-68 de union dependiente del pH H3pl/L73 se disocia de su antigeno, el receptor de IL-6 soluble, en
condiciones acidas en endosomas; y regresa al plasma mediante FcRn; y se une a y neutraliza el receptor de IL-8
soluble nuevamente. Dado que se prolonga la duracién de la supresion del receptor de IL-6 soluble de mono
cynomolgus no unidc mediante H3pl/L73 en comparacién con la duracidon mediante WT, se indicé que se prolonga la
duracion de tiempo en que un antigeno, el receptor de 1L-6 soluble, se une con los anticuerpos para H3pl/L73 en
comparacién con WT.

A partir de estos descubrimientos, se descubrié que el tiempo hasta que el anticuerpo desaparece del plasma, asi
como el tiempo en el que los receptores de IL-6 solubles y tipo membrana se unen con el anticuerpo en el cuerpo es
considerablemente mayor para los anticuerpos del receptor de anti-IL-8 de unién dependiente del pH que se unieron
mas firmemente al antigeno a pH 7,4, que es el pH en el plasma, pero se unan mas débilmente al antigeno a pH 5,8,
gue es el pH dentro de los endosomas, en comparacién con el anticuerpo del receptor de anti-IL-6 de tipo silvestre.
Esto hace posible reducir la dosificacion y frecuencia de administracion a los pacientes y, como consecuencia, la
dosificacién de administracion total. Por lo tanto, se cree que el anticuerpo del receptor de anti-iL-6 de unidn
dependiente del pH es particularmente ventajoso como agente farmacéutico para su uso como antagonista de IL-8.

[Ejemplo 10] Mejora de ia Unién Dependiente del pH al Receptor de IL-6 Tipo Membrana mediante Optimizacion
de la Regidn Variable

Optimizacion de Regiones Variables H3pl/L73 y CLH5/L82

Los anticuerpos con capacidades de unidon dependiente del pH demosiraron efectos superiores en el Ejemplo 9. Por
lo tanto, para mejorar adicionalmente las capacidades de unién dependiente del pH, se introdujeron mutaciones en la
secuencia de CDR de CLHS5 obtenido en el Ejemplo 3 para construir VH1-1gG1 (SEQ ID NO: 21} y VH2-1gG1 (SEQ ID
NO: 22). Ademas, se introdujeron mutaciones en la secuencia marco y en la secuencia de CDR de H3pl para construir
las cadenas H modificadas VH3-1gG1 (SEQ 1D NO: 23) y VH4-IgG1 (SEQ ID NO: 24). Se introdujeron mutaciones en
las secuencias de CDR de L73 y L82 para construir las cadenas L modificadas VL1-CK {(SEQ ID NQO: 25), VL2-CK
(SEQ ID NO: 26} y VL3-CK (SEQ ID NO: 27). Méas especificamente, se construyeron mutantes usando el kit de
mutagénesis dirigida al sitio QuikChange (Stratagene} de acuerdo con el método descrito en las instrucciones adjuntas,
y se insertaron los fragmentos de plasmido resultantes en un vector de expresién celular de mamifero para construir
los vectores de expresidon de la cadena H vy los vectores de expresién de la cadena L deseados. Se determinaron las
secuencias de nucledtidos de ios vectores de expresién resuitantes mediante ios métodos conocidos por las personas
expertas en la técnica.

El anticuerpo con VH2-IgG1 (SEQ ID NO: 22) como cadena Hy V0L2-CK (SEQ ID NO: 26) como cadena L se denomind
Fv1-lgG1, el anticuerpo con VH1-igG1 (SEQ 1D NO: 21) como cadena H y L82 como cadena L se denomind Fv2-igG1,
el anticuerpo con VH4-IgG1 (SEQ ID NO: 24) como cadena Hy VL1-CK (SEQ ID NO: 25) como cadena L se denomind
Fv3-1gG1 y el anticuerpo con VH3-IgG1 (SEQ ID NO: 23) como cadena H y VL3-CK (SEQ ID NO: 27} como cadena L
se denomind Fvd-igG1. De estos, se expresaron y purificaron Fv2-1gG1 v Fv4-igG1. La expresion y purificacion se
realizé mediante el método que se describe en el Ejemplo 1.

Andlisis de la Unién de los Clones de Unién Dependiente del pH al Receptor de IL-6 Scluble

Log analisis cinéticos de las reacciones antigeno-anticuerpo a pH 7,4 se realizaron en los cuatro tipos de anticuerpos,
es decir, el anticuerpo PM1 humanizado (tipo silvestre: WT), y WT, H3pl/L73-IgG1, Fv2-igG1 v Fv4-igG1 construidos
en los Ejemplos 2 y 10 utilizando Biacore T100 (GE Healthcare) {(tampon: MES 10 mM (pH 7,4}, NaCl 150 mM, Tween
20 al 0,05 %). Cada anticuerpo se unid a un chip sensor en el que se inmovilizé el F{ab)2 de cadena especifica y anti-
oG (Pierce) mediante acoplamiento de amina y luego se inyecté SR344 ajustado a una concentracion de 9,8 a 40 nM
alli como analito. Se observaron la asociacion vy disociacion de SR344 en tiempo real para los clones de unidn
dependiente del pH. Todas las mediciones se realizaron a 37 °C. Se calcularon las constantes de velocidad de
asociacion ks (1/Ms) y las constantes de velocidad de disociacién kg (1/s) usando Biacore T100 Evaluation Software
(GE Healthcare}, y las constantss de disociacion KD (M) en funcion de estos valores (Tabla 7).
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[Tabla 7] Comparacién de Constantes de Velocidad de Disociacion de los Clones de Union Dependiente del pH del
Receptor de 1L-6 Soluble, SR344

Muestra ka (1/Ms)  ka (1/s) KD (W)

WT 4,0E+05 1, 1E-03 2, 7E-09
H3pI/L73 4 1E+05 5. 9E-04 1, 4E-09
Fv2-1gG1 3, 9E+05 1, 1E-04 2,0E-09
Fv4-1gG1 1. 2E+05 1, OE-03 1, 4E-09

Como resultado de calcular la afinidad a pH 7,4 para cada clon, las constantes de disoclacién (afinidad, valor KD} de
WT, H3pl/L73-1gG1, Fv2-IlgG1 v Fvd-lgG1 con SR344 fueron, respectivamente, 2,7 nM, 1,4 nM, 20 nMy 1.4 nM, y
son casi equivalentes. Se demostré que Fv2-igG1 y Fvd-igG1 presentaron capacidad de unién al receptor de -6
soluble que es igual o superior a la capacidad de WT.

Andlisis de la Unién de los Clonas de Unién Dependiente del pH al Receptor de 1.-6 Tipo Membrana

Se observaron reacciones antigenc-anticuerpo al receptor de [L-6 tipo membrana a pH 5,8 y pH 7.4 para los cuatro
tipos de clones construidos, WT, H3pl/L73-1gG1, Fv2-IlgG1 y Fv4-igG1 utilizando Biacore T100 (GE Healthcare). Se
evalud la unién al receptor de IL-6 tipo membrana evaluando la unidn al receptor de IL-8 inmovilizado en un chip
sensor. Se biotinilé SR344 de acuerdo con un método conocido por las personas expertas ordinarias en la técnica y
el SR344 biotinilado se inmovilizéd en el chip sensor mediante estreptavidina mediante el uso de la afinidad entre
estreptavidina y biotina. Todas las mediciones se realizaron a 37 °C. El tampdn de fase movil fue MES 10 mM (pH
5,8), NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05 %. Se inyectaron los clones de unién dependiente del pH allf en condiciones
de pH 7.4 y se permitié que se unieran a SR344 (tampodn de muesira de inyeccién: MES 10 mM (pH 7,4), NaCl 150
mM, Tween 20 al 0,05 %), luego se observd la disociacion dependiente del pH de cada clon a pH de fase movil de 5,8
(FIG. 17).

Se ajustaron las concentraciones de la muestra a 0,25 pg/mL. La unidn se realizé en MES 10 mM (pH 7,4}, NaCl 150
mM y Tween 20 al 0,05 %. La disoclacion se realizd en MES 10 mM (pH 5,8}, NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05 %. En
este caso, se calcularon las constantes de velocidad de disociacién (kd(1/s)) a pH 5,8 ajustando solamente la fase de
disociacién a pH 5,8 utilizando Biacore T100 Evaluation Software (GE Healthcare). De manera similar, las
concentraciones de la muestra se ajustarcn a 0,25 pg/mL, la union se realizé en MES 10 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM
y Tween 20 al 0,05 %, la disociacion se realizé en MES 10 mM (pH 7,4}, NaCl 150 mM y Tween 20 al 0,05 %, y se
calcularcn las constantes de velocidad de disociacion (ks{1/s)) a pH 7,4 ajustando sclamente la fase de disociacion a
pH 7.4 utilizando Biacore T100 Evaluation Software {(GE Healthcare). Las constantes de velocidad de disociacion
dependiente del pH de cada clon se muestran en la Tabla 8.

[Tabla 8] Comparacién de Constantes de la Velocidad de Disociacién de los Clones de Unidn Dependiente del pH del
Receptor de IL-6 Tipo Membrana, SR344

pH7.4 pHS 8 Dependencia del pH
Muestra kd {1/s) kd (1/5)  kd{pH5.8)/kd{pH7 4)
WT 2 5E-04 2 5E-04 1.00
Hapl/L73 2.66-04 £.76-04 258
Fv2-1gGl 3 4E-04 2 4E-03 7.i8
Fvd-1gG1 4 7E-04 2.6E-03 556

Como resultado de calcular la dependencia del pH para cada clon, las dependencias del pH de unién al receptor de
IL-6 tipo membrana de los cuatro clones, WT, H3pl/L73-1gG1, Fv2-igG1 y Fv4-igGt con respecto a SR344 fueron de
1,0 veces, 2,59 veces, 7,18 veces y 5,58 veces, respectivamente. Fv2-IgG1 y Fv4-igG1 demostraron mayor
dependencia del pH en disociacion del receptor de 1L-6 tipo membrana que H3pl/L73-igGH.

En virtud de lo que antecede, se demostrd que Fv2-IgG1 y Fvd-IgG1 presentan mayor unidn dependiente del pH al
receptor de |L-8 que H3pl/L73-igG1 a la vez que mantiene la afinidad con el receptor de 1L-6 soluble igual o superior
ala de WT.

[Ejiemplo 11] Prueba de PK/PD de Anticuerpos de Unidén Dependiente del pH con Regiones Variables
Optimizadas Usando Ratones Transgénicos del Recepior de IL-6 Humana

Se evalué la farmacocinética de Fv2-igG1 y Fv4-1gG1, asi como WT y H3pl/L73-igG1 preparados y evaluados en el
Ejemplo 10 con ratones transgénicos del receptor de iL-6 humano utilizados en sl Ejemplo 8. Se administrd WT,
H3pI/L73-IgG1, Fv2-lgG1 o Fvd-lgGt mediante administracidn intravenosa de dosis Unica a ratones transgénicos de
hiL-8R a 25 mg/kg, y se midio la concentracion de cada anticuerpo en el plasma de la misma manera que en ef Ejemplo
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8. Los periodos de tiempo de las concentraciones en plasma de WT, H3pl/L73-IgG1, Fv2-IgG1 y Fv4-1gG1 se muestran
enlaFIG. 18.

La farmacocinédtica de H3pl/L73-1gG1 mejoré en comparacién con WT de la misma manera que en el Ejemplo 8,
mientras que la farmacocinética de Fv2-igG1 y Fv4-IgGt mejoré adn mas que H3pl/L73-lgG1. La medicién con
respecto a las concentraciones del receptor de IL-6 no unido, seglin se midieron en monos cynomolgus en el Ejemplo
9, se realiz6 en los ratones transgénicos de hiL-6R en esta prueba utilizando el mismo método. Como resuitado, se
confirmo la prolongacion de la duracion de la neutralizacién del receptor de 1L-6 soluble para Fv2-igG1 y Fv4-lgG1 en
comparacién con la de H3pl/L73-IgG1 (no se muestran los datos). Como se indica en el Ejemplo 10, se mejoré la unién
dependiente del pH al receptor de IL-6 fipo membrana para Fv2-1gG1 y Fvd-lgG1 en comparacion con H3pl/L73-IgG1.
Por o tanto, se indico que la mejora adicional de la farmacocinética y 1a duracion de la neutralizacion del receptor de
iL-6 soluble con respecto a la de H3pl/L73-igG1 es posible mediante 1a mejora de la unidén dependiente del pH al
receptor de [L-6 tipo membrana.

[Ejemplo 12] Mejora de ia Unién Dependiente del pH al Receptor de IL-6 Tipo Membrana mediante Optimizacion
de la Region Constante

Optimizacién de la Regidn Constante de Fv4-igGH1

En general, se ha informado gue la unién a los antigenos unidos a la membrana varia dependiendo de la regién
constante del anticuerpo (J. Immunol. Methods 23 de junio de 1997; 205(1): 67-72). Las regiones constantes de los
anticuerpos de unién dependiente del pH preparadas anteriormente fueron del isotipo de 1gG1. Por lo tanto, se realizd
un estudio para la optimizacion de la regién constante a los efectos de mejorar la unién dependiente del pH al receptor
de IL-6 tipo membrana.

Se introdujo una mutacién en una region constante de origen natural, es decir, regién constante IgG2 (SEQ ID NO:
28) para construir la regidn constante IgG2AGK (SEQ ID NO: 29). Se introdujo otra mutacidn en la regidén constante
IgG2AGK para construir la regidn constante M58 (SEQ ID NC: 30). Se introdujo ademas mutaciones en las regiones
constantes IgG2 y M58 para consiruir las regiones constantes M71 (SEQ 1D NO: 31) y M73 (SEQ 1D NO: 32).

Se construy6 VH3-IgG2AGK (SEQ ID NO: 33) mediante la sustitucion de la region constante de VH3-IgG1 preparado
en el Ejemplo 10 con IgG2AGK, se construyd VH3-M58 (SEQ ID NO: 34) mediante fa sustitucién de la region constante
con M58 y se construyd VH3-M73 (SEQ 1D NO: 35) mediante la sustitucién de la region constante con M73. Mas
especificamente, se construyeron vectores de expresion en los que la parte de regién constante de VH3 usado en el
Ejemplo 10 se sustituyé con una region constante deseada mediante digestion y ligacion de Nhel/Notl. Se
determinaron las secuencias de nucledtidos de los vectores de expresion resultantes usando un método conocido por
las personas expertas en la técnica.

Se llevé a cabo la expresion y purificacién de los siguientes: Fv4-IgG2 utilizando VH3-IgG2AGK (SEQ ID NO: 33) para
la cadena Hy VL3-CK (8EQ ID NO: 27) para la cadena L; Fv4-M58 utilizando VH3-M58 (SEQ ID NO: 34) para la
cadena H y VL3-CK (SEQ ID NO: 27} para la cadena L; y Fv4-M73 utilizando VH3-M73 (SEQ ID NO: 35} para la
cadena Hy VL3-CK (SEQ ID NO: 27) para la cadena L. La expresién y purificacion se realizaron mediante el método
que se describe en el Ejemplo 1.

Andlisis de la Unién de Fv4 con Regién Constante Optimizada al Receptor de iL-6 Soluble

Se observd asociacion con y disociacion de SR344 en tiempo real utilizando el mismo método que en el Ejempio 10
para Fvd-1gG1, Fvd-igG2, Fv4-M58 y Fv4-M73 preparado de dicha forma, asi como WT. Se calcularon las constantes
de velocidad de asociacion ks {1/Ms) v las constantes de velocidad de disociacion ke (1/s) después del andlisis de la
misma manera y luego se calcularon las constantes de disociacion KD (M) en funcién de estos valores (Tabla 9).

[Tabla 9] Comparacion de Constantes de Velocidad de Disociacion de los Clones de Unién Dependiente del pH del
Receptor de 1L-6 Soluble, SR344

Muestta - ka (1/Ms) kd {1/s) KD (M)
Fvd—-IgG1 7.2E+05 1.0E-03 1.4E-08
Fvd—IgG2 5 6E+Q5 1.2E—0G3 1. 3E-05
Fvd-M58 8.3E+05 1,1E-03 i.4E-09
Fvd-M73 1.5E+05 1. 0E-03 1.4E-09

Como resultado de calcular la afinidad a pH 7,4 para cada clon, fas constantes de disociacién (afinidad, valor KD} de
Fvd-lgGT, Fvd-lgG2, Fv4-M58 y Fv4-M73 a SR344 fueron de 1,4 nM, 1,3 nM, 1,4 nM y 1,4 nM, respectivamente, y son
casi equivalentes. Esto indica que la capacidad de unién de los clones de unién dependiente del pH al receptor de IL-
6 soluble, SR344, no cambia incluso después de modificar la regidén constante. En virtud de este descubrimiento, se
cree que la capacidad de union al receptor de IL-6 soluble no cambia para Fv1, Fv2 y Fv3 incluso si la region constante
se modificé de manera similar.
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Analisis de la Unidn de Fv4 Con Regién Constante Optimizada al Receptor de IL-6 Tipc Membrana

Se observaron reaccicnes antigenc-anticuerpo al receptor de IL-6 tipo membrana a pH 5,8 y pH 7,4 para Fv4-lgG1,
Fv4-1gG2, Fv4-M58 y Fv4-M73 preparados de dicha forma, asi como WT, de la misma manera que en el Ejemplo 10
utilizando Biacore T100 (GE Healthcare). Se muestran los resultados obtenidos mediante la inyeccién de los clones
de unién dependiente del pH en condiciones de pH 7,4 para permitir la unidn a SR344, y mediante observacién de la
disociacion dependiente del pH de cada clon en ia fase mévil de pH 5,8, en la FIG. 19. Se realizaron analisis adicionales
de la misma manera que en el Ejemplo 10 y las velocidades de disociacién dependiente del pH para cada clon se
muestran en la Tabla 10.

[Tabla 10] Comparacion de las Constantes de Velocidad de Disociacion de los Clones de Unién Dependiente del pH
del Receptor de IL-68 Tipo Membrana, SR344

pH7.4 pH58 Dependencia del pH
Muestra kd (1/s) kd (1/=) kd(pH5 8)/kd{pH7 4)
Fvd-IgG1 4, 7E~-04 2.6E-03 556
Fvd-1gG2 - 1.0E-03 1.8E-02 16.99
Fvd~M58 5.4E-04 9,5E-03 17.64
Fyv4~M73  51E-04  S1E-03 10.05

Como resultado de calcular la dependencia del pH para cada clon, las dependencias del pH de Fv4-IgG1, Fvd-igG2,
Fv4-M58 v Fv4-M73 a SR344 fueron 5,6 veces, 17,0 veces, 17,6 veces v 10,1 vacas, respectivameante; por lo tanio,
Fvd-igG2, Fv4-MEB8 v Fv4-M73 demostrarcn mayor disociacion dependiente del pH del receptor de [L-6 tipo membrana
gue Fvd-igG1.

En funcién de los resultados de analizar la unién al receptor de 1L-8 soluble y la unién al receptor de IL-6 tipo membrana
usando la regién variable de Fv4, se descubrié que la sustitucion de la region constante de IgG1 a lgG2, M58, o M73
podria mejorar la unién dependiente del pH al receptor de 1L-6 tipo membrana sin provocar un cambio en la afinidad
con el receptor de 1L.-6 soluble. Se considerd que esto se mantiene de manera similar para Fvi, Fv2y Fv3.

[Ejemplo 13] Prueba de PK/PD de Anticuerpos de Unidn Dependiente del pH con Region Constante Optimizada
Usando Ratones Transgénicos del Recepior de IL-6 Humano

Se evalub la farmacocinética de Fv4-1gG1, Fv4-lgG2 y Fv4-M58 preparados en el Ejemplo 13 utilizando los ratones
transgénicos del receptor de IL-6 humano (ratones transgénicos de hiL-6R) usados en el Ejemplo 8 para examinar los
efectos de la regidn constante en la farmacocinética. Se administré WT, Fv4-igG1, Fv4-1gG2 o Fv4-M58 a los ratones
transgénicos de hil.-6R mediante administracién intravenosa de dosis Unica a 25 mg/kg, v luego se realizd la medicion
de las concentraciones en plasma de cada anticuerpo de la misma manera que en el Ejemple 8. Los periodos de
tiempo de las concentraciones en plasma de WT, Fv4-1gG1, Fv4-IgG2 v Fv4-M58 se muestran en la FIG. 20.

De manera similar al Ejemplo 11, se mejord la farmacocinética de Fv4-IgG1 en comparacion con WT y se mejoré alin
mas la farmacocinética de Fv4-1gG2 y Fv4-M58 en comparacién con Fvd-lgG1. La medicidén con respecto a las
concentraciones del receptor de IL-6 no unido, segiin se midieron en monos cynomolgus en el Ejemplo 9, se realiz6é
en los ratones transgénicos de hiL-6R en esta prueba con el mismo métode. Como resultado, se confirmo la
prolongacién de la duracion de la neutralizacién del receptor de iL-6 soluble para Fv4-lgG2 y Fv4-MB8 en comparacion
con la de Fv4-lgGt (no se muestran los datos). Como se indica en el Ejemplo 10, se mejoré la unién dependiente del
pH al receptor de [L-6 tipo membrana para Fv4-igG2 y Fv4-M58 en comparacion con Fv4-igG1. Por lo tanto, se
demostré que la mejora de la unidén dependiente del pH al receptor de IL-8 tipo membrana y la mejora de la
farmacocinética y la duracidén de la neutralizacion del receptor de IL-6 soluble son posibles al sustituir la region
constante de igGt con IgG2 o M58. En funcidn de este descubrimiento, se cree que la farmacocinética y duracién de
la neutralizacion del receptor de IL-6 soluble, no solamente en el caso de Fv4, sino también en el caso de Fvi, Fv2y
Fv3, pueden mejorar en comparacioén con IgG1 al sustituir la regién constante de IgG1 con igG2 o M58.

[Ejemplo 14] Construccion de Anticuerpos de Union Dependiente del pH Con Regiones Variables y Constantes
Optimizadas

Se construyeron VH2-M71 (SEQ ID NO: 36) y VH2-M73 (SEQ D NO: 37), que tiene M71 y M73 para la regién
constante de VH2-IgG1, v VH4-M71 (SEQ ID NO: 38) y VH4-M73 (SEQ ID NO: 39), que tiene M71 y M73 para la
regién constante de VH4-igG1, mediante el mismo método gue se describio antericrmente.

Se purificaron y expresaron Fv1-M71 utilizando VH2-M71 para la cadena H y VL2-CK para la cadena L, Fvi-M73
utilizando VH2-M73 para la cadena H y VL2-CK para la cadena H, Fv3-M71 utilizando VH4-M71 para la cadena Hy
VL1-CK para la cadena L y Fv3-M73 utilizandc VH4-M73 para la cadena H y VL1-CK para la cadena L. La expresion
y purificacion se realizaron mediante el método que se describe en el Ejemplo 1.

Andlisis de la Unién de los Anticusrpos de Unidn Dependiente del pH Con Regiones Variables y Constantes
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Optimizadas al Receptor de IL-6 Soluble

Se observd la asociacién a y discciacion de SR344 en tiempo real utilizando el mismo método gue en el Ejemplo 10
para once tipos de anticuerpos, anticuerpo PM1 humanizado (tipo silvestre: WT) y H3pl/L73-IgG1, Fv1-M71, Fv1-M73,
Fv2-lgG1, Fv3-M71, Fv3-M73, Fv4-igGt, Fv4-IgG2, Fv4-M58 vy Fv4-M73, construidos como se describié
anteriormente. Se calcularon las constantes de velocidad de asociacion ka {1/Ms) y las constantes de velocidad de
disociacion ka (1/s) mediante analisis de la misma manera y se calcularon las constantes de disociacion KD (M) en
funcion de estos valores (Tabla 11).

[Tabla 11] Comparacién de Constantes de Velocidad de Disociacién de los Clones de Unién Dependiente del pH del
Receptor de IL-6 Soluble, SR344

Muestra ka (1/Ms) kg (1/s) KD (M)
WT 4, 0E+05 1. 1E-03 2, 7E-09
H3pl/L73 4, 1E+05 5,9E-04 1, 4E-09

Fvi-M71 5, bE+05 5. 4E-04 9,7E-10
Fv1-M73 6.1E+05 5. 5E-04 9.1E-10
Fv2-1gG1 3, 9E+05 1. 7E-04 2,0E-09
Fv3-M71 7. 8E+05 8, 2E-04 1. 1E-09
Fv3-M73 8, bE+05 8. 7TE-04 1, OE-09
Fv4-1gG1 1. 2E+05 1. OE-03 1, 4E-09
Fv4-1gG2 9, 6E+05 1, 2E-03 1, 3E-09
Fv4-M58 8, 3E+05 1, 1E-03 1, 4E-09
Fv4-M73 7, 5E+05 1, OE-03 1, 4E-09

Se descubrid gue los diez tipos de clones de unidn dependiente del pH resultantes presentan constantes de disociacion
{(afinidad, valores KD) con el receptor de 1L-6 soluble iguales o superiores a las de WT.

Andlisis de la Unién de los Anticusrpos de Unidn Dependiente del pH Con Regiones Variables y Constantes
Optimizadas al Recepior de IL-6 Tipo Membrana

Se observaron reacciones antigeno-anticuerpo con el receptor de IL-6 tipo membrana a pH 5,8 y pH 7,4 de la misma
manera gue en el Ejemplo 10 utilizando Biacore T100 (GE Healthcare) para los once tipos de anticuerpos, anticuerpo
PM1 humanizado (tipo silvestre: WT) and H3pl/L73-lgG1, Fv1-M71, Fv1-M73, Fv2-igG1, Fv3-M71, Fv3-M73, Fv4-
igG1, Fva-lgG2, Fv4-M58 y Fv4-M73, preparados como se describid anteriormente. Se inyectaron clones de unidn
dependiente del pH en condiciones de pH 7.4 para permitirles unirse a SR344 y luego se observd la disociacion
dependiente del pH de cada clon a pH de la fase mévil, pH 5,8. Los resultados se muestran en la FiG. 21 (los resultados
para Fv1-M71, Fv1-M73, Fv3-M71 y Fv3-M73 se muestran en la FIG. 21, mientras que los resultados para otros clones
se muestran en las FiIGs. 17 y 19). Los andlisis se realizaron de la misma manera que en el Ejemplo 10 y las
dependencias del pH de las constantes de velocidad de disociacion de los once tipos de clones se muestran en la
Tabla 12.

[Tabla 12] Dependencias dsl pH de las Constantes de Velocidad de Disociacién de los Clones de Unién Dependiente
del pH del Receptor de IL-6 Tipo Membrana, SR344

pH7.4 pH5,8 Dependencia del pH

Muestra kd (1/s) kd (1/s)  kd(pH5.8)/kd(pH7.4)

WT 2.5E-04 25E-04 1,00
H3pl/L73 2,6E-04 6.7E-04 2,59
Fvi-M71 6.1E-04 6,9E-03 11,29
Fvi—-M73 3,7E-04 3,2E-03 8,80
Fv2-1gG1 3,4E-04 2.4E-03 718
Fv3-M71 9.1E-04 9,7E-03 10,74
Fv3-M73 4,9E-04 53E-03 10,88
Fv4-1gGl 4,7E-04 2,6E-03 556
Fv4-IgG2 1.0E-03 1,8E-02 16,99
Fv4-M58 5.4E-04 9,5E-03 17.64
Fv4-M73 51E-04 51E-03 10,06
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Los diez tipos de clones de union dependiente del pH obtenidos demostraron mejor capacidad de unién dependients
del pH al receptor de 1L-6 tipo membrana. Ademas, se descubrid que Fvi -M71, Fv1-M73, Fv2-igG1, Fv3-M71, Fv3-
M73, Fvd-igG1, Fvd-igG2, Fv4-M58 y Fv4-M73 demostraron unién dependiente del pH al receptor de IL-6 tipo
membrana mejorada en comparacion con H3pl/L73-IgG1, para el cual se descubrié que el tiempo hasta que el
anticuerpo desaparece del plasma, asi como el tiempo en el gue el receptor de IL-6 soluble y el receptor de IL-6 tipo
membrana se encuentran unidos con el anficuerpo en el cuerpo se prolongan considerablemente en comparacién con
WT, como se muestra en monos cynomolgus en el Ejemplo 9.

[Ejemplo 15] Prueba de PK/PD de Anticuerpos de Unidén Dependiente del pH Con Regiones Variables y
Constantes Optimizadas Usando Monos Cynomolgus

Construccion de Anticuerpo del Receptor de Anti-IL-6 de Alta Afinidad Conocido

Se construyd un vector de expresion celular de mamiferc para expresar el anticuerpo del receptor de anti-iL-6 de alta
afinidad VQ8F11-21 higG1 que se describe en el documento US 2007/0280945 A1 (US 2007/0280945 A1, secuencias
de aminoacidos 19 y 27), como un anticuerpo del receptor de anti-iL-8 de alta afinidad conocido. Se construyd una
regién variable de anticuerpo mediante PCR combinando oligo-ADN sintéticos {conjunto de PCR). Se amplifict la
regién constante mediante PCR del vector de expresion utilizado en el Ejemplo 1. Se ligaron la region variable del
anticuerpo vy la regidn constante del anticuerpo mediante conjuntc de PCR y se insertaron en un vector para la
expresion en mamiferos. Se insertaron los fragmentos de ADN de la cadena H y ia cadena L resultantes en vectores
de expresién celular de mamifero para construir el vector de expresién de la cadena H y el vector de expresion de la
cadena L de interés. Se determinaron las secuencias de nucledtidos de los vectores de expresion resultantes mediante
un método conocido por las personas expertas en la técnica. Se llevd a cabo la expresion y purificacién usando los
vectores de expresién construidos. Se llevd a cabo la expresion y purificacién con el método descrito en el Ejemplo 1
para obtener el anticuerpo del receptor de anti-IL-6 de alta afinidad (Ab de alta afinidad).

Prueba de PK/PD en Monos Cynomolgus

Se evaluaron la farmacocinética y la eficacia farmacoldgica en monos cynomolgus para ios anticuerpos de union
dependiente del pHH3pI/L73-IgG1 y Fv1-M71, Fvi-M73, Fv2-IgG1, Fv3-M73 y Fv4-M73 y el anticuerpo del receptor
de anti-lL-6 de alta afinidad conocido (Ab de alta afinidad). Se administré H3pl/L73-IgG1, Fvi1-M71, Fv1-M73, Fv2-
laG1, Fv3-M73 o Fv4-M73 a monos cynomolgus mediante administracién intravenosa de dosis Gnica a 0,5 mg/kg,
mientras que el Ab de alta afinidad se administrd mediante administracién intravenocsa de dosis Gnica a 1,0 mg/kg. Se
recogieron muestras de sangre anies de la administracién y con el transcurso del tiempo. La concentracién en plasma
de cada anticuerpo se midié de la misma manera que en el Ejemplo 9. Los pericdos de tiempo de las concentraciones
en plasma de H3pl/L73-1gG1, Fvi-M71, Fv1-M73, Fv2-lgG1, Fv3-M73 y Fv4-M73, asi como el Ab de alta afinidad se
muestran en la FIG. 21. A los efectos de evaluar la eficacia farmacolégica en términos del grado en que se neutraliza
el receptor de IL-6 tipo membrana de mono cynomolgus, se administré 1L-6 de mono cynomoligus por via subcutanea
en la zona lumbar de los animales a diario a razén de 5 ug/kg desde el dia 3 hasta el dia 10 (desde el dia 6 hasta el
dia 10 con respecto al Ab de alta afinidad) después de la administracion del anticuerpo, de la misma manera que en
el Ejemplo 9. La concentracion de CRP de cada animal se midié 24 horas después de cada administracidn. Los
periodos de tiempo de las concentraciones de CRP con la adminisiracién de cada anticuerpe se muestran en la FIG.
22. A los efectos de evaluar la eficacia farmacolégica en términos del grado de neutralizacion del receptor de IL-6
soluble de monos cynomolgus, se midié la concentracién del receptor de IL-8 soluble de mono cynomolgus no unido
en plasma de mono cynomolgus de la misma manera que en el Ejemplo 9. Los pericdos de tiempo de las
concentraciones del receptor de [L-6 soluble de monc cynomolgus no unido con la administracidén de cada anticuerpo
se muestran en la FIG. 23.

Como resultado, se mantuvieron altas las concentraciones de anticuerpc en plasma para cada unc de Fvi-M71, Fvi1-
M73, Fv2-igG1, Fv3-M73 y Fv4-M73 en comparacion con H3pl/L.73-lgG1, mientras que las concentraciones de CRP
y el receptor de IL-6 soluble de mono cynomoigus no unido se mantuvieron en niveles bajos. A saber, este resultado
demostrd que el tiempo en el que los receptores de IL-6 soluble y tipo membrana se encuentran unidos con el
anticuerpo (o dicho de otro modo, la duracién de la neutralizacion) se prolongd con los anticuerpos en comparacion
con H3pl/L73-1gG1.

Ademas, se confirmaron estos anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de unién dependiente del pH para sus efectos de
neutralizacion y eficacia sostenida igual o superior a la del anticuerpo del receptor de anti-IL-8 de alta afinidad conocido
(Ab de alta afinidad) administrado a 1,0 mg/kg a simplemente la mitad de la dosis de éste, es decir, a 0,5 mg/kg. Por
lo tanto, se dilucidd que los anticuerpos de unién dependiente del pH presentan efectos de neutralizacién y eficacia
sostenida superior a los del anticuerpo del receptor de anti-IL-6 de alta afinidad conocido.

También se ha confirmado que los anticuerpos que se muestran en la Tabla 12 para los gue no se realizaron pruebas
de PK/PD usando monos cynomolgus como en esta prueba, demuesiran unién dependiente del pH al receptor de IL-
6 tipo membrana en comparacion con H3pl/L73-igG1. Por lo tanto, también se cree que el tiempo durante el cual el
receptor de |L-8 tipo membrana y soluble se encuentra unido con los anticuerpos {0, dicho de otro modo, la duracion
de los efectos de neutralizacion y neutralizacién sostenida) se prolongan para los anticuerpos en comparacién con
H3pi/L73-IgG1.
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En el Ejemplo 9, para H3pl/L73-IgG1, se descubrid que el tiempo hasta que el anticuerpo desaparece del plasma, asi
como el tiempo en el gue el receptor de IL-6 soluble y el receptor de IL-6 tipo membrana se encuentran unidos con el
anticuerpo en el cuerpo (efectos de neutralizacion sostenida) se prolongan considerablemente en comparacién con
WT. Por lo tanto, se cree que Fv1-M7i, Fv1-M73, Fv2-IgG1, Fv3-M71, Fv3-M73, Fv4-lgG1, Fvd-igG2, Fv4-M58 y Fv4-
M73, con efectos de neutralizacion sostenida superiores a H3pl/L73-IgG1, tienen efectos de neutralizacién sostenida
notoriamente mejorados en comparacion con WT.

A diferencia de los anticuerpos del receptor de anti-IL-8, los anticuerpos del receptor de anti-iL-6 de unidn dependiente
del pH que se unen firmemente al antigeno al pH del plasma de pH 7,4 pero se unen solo débilmente al antigeno al
pH de los endosomas de pH 5,8, hacen posible la reduccién de la dosificacion y frecuencia de administracion al
paciente del anticuerpo del receptor de anti-IL-6 y, como resultado, pueden reducir considerablemente la cantidad de
administracién total. Por lo tanto, se cree que los anticuerpos del receptor de anti-IL-6 de unién dependiente del pH
son extremadamente superiores como agente farmacéutico para su uso como antagonista de IL-6.

[Ejemplo 16] Construccion de Anticuerpo Anti-IL-6 de Union Dependiente del pH
Expresion y Purificacién del Anticuerpo Anti-IL-6

En los Ejemplos 1 a 15, se cred satisfactoriamente una pluralidad de anticuerpos del receptor de anti-IL-6 humanizado
gue se unen de manera dependiente del pH al receptor de IL-6 otorgando la dependencia a través de la introduccion
de sustitucionss de histidina v similares en la regién variable, en particular, las secuencias de CDR de los anticuerpos
del receptor de anti-iL-6 humanizado. Se descubrié que todos estos anticuerpos se unen de forma reiterada al receptor
de IL-6 y demuestran una mejora considerable de la PK/PD.

Por lo tanto, se confirmd que la capacidad dependiente del pH de un anticuerpo de unirse a un antigeno podria
otorgarse a otro anticuerpo gue se une a un antigeno distinto del receptor de IL-6 mediante un método similar. Se
selecciond IL-6 humano como antigeno, y se construyd un anticuerpo anti-IL-6 que incluye la cadena H (WT)
(secuencia de aminoacidos: SEQ ID NC: 62) y la cadena L {(WT) (secuencia de aminoacides: SEQ 1D NO: 83), que se
une a iL-6 como se describe en el documento WO 2004/039826, ("Anii-IL6 de tipo silvestre”). Utilizando un método
conocido por los expertos en la téenica, se insertaron fragmentos de genes que codifican las secuencias de
aminoacidos del anticuerpo de interés en vectores de expresion celular de mamifero para construir el vector de
expresion de la cadena H y el vector de expresion de la cadena L de interés. Se determinaron las secuencias de
nucledtidos de los vactores de expresion resultantes usando un método conocido por un experto en fa técnica. Se
express y purificéd anti-iL6 de tipo silvestre mediante el método que se describe en el Ejemplo 1.

Construccién del Anticuerpo Anti-IL-6 Dependiente del pH

A los efectos de otorgar capacidad dependiente del pH del anticuerpo para unirse a IL-6, se introdujeron sustituciones
de histidina en los aminoacidos en CDR del anticuerpo anti-IL-6 (Anti-IL6 de tipo silvestre) que incluye la cadena H
(WT) (secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 82) y la cadena L (WT) (secuencia de aminoacidos: SEQ D NQO: 63).
Mediante la sustitucion de histidina en los aminoéacidos de CDR y el posterior andlisis, se obtuviercn varios clones que
demuestran la unién dependiente del pH. Se redujo significativamente la unién a pH 5,5 en comparacién con la unién
a pH 7,4. Las posiciones de sustitucién de histidina en los clones dependientes del pH se muestran en la Tabla 13.
Los ejemplos incluyen “Anti-IL8 clon 17 gue incluye la cadena H (c1) {(secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 64) y la
cadena L {c1} (secuencia de aminocacidos: SEQ 1D NO: 65} y "Anti-IL-8 clon 2" que incluye la cadena H (¢1) (secuencia
de aminoacidos: SEQ ID NO: 64) y la cadena L. (c1) (secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 88). Se expresaron y
purificaron Anti-IL8 clon 1 v Anti-IL-6 clon 2 mediante el método que se describe en el Ejemplo 1.

[Tabla 13] Posiciones de Sustitucidn de Histidina en clones dependientes del pH
H32, H59, HEe1, H99L53, L54, LSO, L94
Andlisis de la Unién de los Clones Dependientes del pH a IL-6 Humana

El andlisis cinético de las reacciones entre antigenc y anticuerpo a pH 5,5 vy pH 7,4 se realizé usando Biacore T100
{GE Healthcare} en los tres tipos de anticuerpos preparados como se menciond anteriormente: Anti-IL8 de tipo
silvestre, Anti-IL6 clon 1 y Anti-IL-8 clon 2 (tampbén: DPBS(-) (pH 7,4 ¢ pH 5,5), NaCl 150 mM). Los anficuerpos se
unieron a un chip sensor en el que se inmovilizé la proteina recombinante A7G (Pierce) mediante acoplamiento de
amina y luego se inyectd IL-8 humano (Toray) ajustado a una concentracion apropiada en el chip como un analito.
Todas las mediciones se realizaron a 37 °C. Se calcularon las constantes de velocidad de asociacion ka (1/Ms), las
constantes de velocidad de disociacion ko (1/s} usando Biacore T100 Evaluation Software (GE Healthcare) vy las
constantes de disociacion KD (M) en funcidn de estos valores (Tabla 14). Ademas, la relacién de la afinidad a pH 5,5
y pH 7.4 se calcularon para cada clon para evaluar la unién dependiente del pH.
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[Tabla 14] Comparacién de la Unién de los Clones Dependientes del pH con IL-6

Muestra pH ka(1/Ms) i kd(1/s) KD(M) KD(pH5.5)/KD(pH7,4)
T_ipo pH7,4 :205E+07 :391E-04 191E-11
sivestre | yH55 | 1,52E+07 2,45E-04 1,61E—11
pH7.4 :1,07E+07 :4,71E-03. 4.38E-10
clon 1 10.3
pH5,5 2 05E+06:9,26E-03: 452E-09
pH7.4 :896E+06:i263E-03 294E-10

lon 2 13,5
cion oH55 276E+06 1.10E-02 3,98E-09

0.8

La relacién de afinidad a pH 5,5 v pH 7,4 {(KD){(pH 5,5)/(KD)(pH 7.,4)) calculada, que indica la unién dependiente del
pH con IL-6 humana, fue 0,8, 10,3 v 13,5 para Anii-iL6 de tipo silvesire, Anti-IL6 clon 1 y Anti-lL6 clon 2,
respectivamente. Es decir, la capacidad de unién dependiente del pH de cada clon es mas de 10 veces mas que la de
WT. Los sensogramas de Anti-IL-6 clon 2 a pH 7.4 y pH 5,5 se muestran en la FIG. 26.

Por lo tanto, se demostré gue, como en el caso de los anticuerpos del receptor de anti-iL-6, los anticuerpos anti-IL-6
de unién dependiente del pH que se unen al antigeno firmemente en condiciones neutras de plasma, pero débilmente
en condiciones acidas intraendosomicas se pueden construir mediante la introduccién de sustituciones de histidina y
similares principalmente en las secuencias de aminoacidos CDR. Como se indico en los Ejemplos 1 a 15, un anticuerpo
del receptor de anti-IL-6 que tiene capacidad ds unidén dependiante del pH se une de forma reiterada al receptor de
IL-6 y mejora notoriamente la PK/PD. Es decir, se sugirid que el Anti-iL-6 clon 1 v el Anti-IL-6 clon 2, que fienen
capacidad de unidén dependiente del pH, se unen de forma reiterada a mas antigenos con mejora significativa de la
PK/PD, en comparacion con Anti-IL8 de tipo silvestre.

[Ejemplo 17] Construccion de Anticuerpo del Receptor de Anti-IL-31 de Union Dependiente del pH
Expresion y Purificacion del Anticuerpo del Receptor de Anti-iL-31

En los Ejemplos 1 a 15, se cred satisfactoriamente una pluralidad de anticuerpos del receptor de anti-IL-6 humanizado
gue se unen de manera dependiente del pH al receptor de IL-6 otorgando dependencia del pH mediante la introduccién
de sustituciones de histidina y similares en la regién variable, en particular, las secuencias de CDR de los anticuerpos
del receptor de anti-IL-6 humanizado. Se descubrié que todos estos anticuerpos se unen de forma reiterada al receptor
de IL-6 y demuestran una mejora considerabie de la PK/PD.

Por lo tanto, se confirmé que la capacidad dependiente del pH de un anticuerpo de unirse a un antigeno podria
otorgarse a otro anticuerpo que se une a un antigeno distinto del receptor de IL-6 mediante un método similar. Se
selecciond el receptor de IL-31 de ratén como antigeno, y se construy¢ un anticuerpo del receptor de anti-IL-31 que
incluye la cadena H (WT) (secuencia de aminoacidos: SEQ 1D NO: 87} v la cadena L (WT) (secuencia de aminoacidos:
SEQ ID NO: 68), que se une al receptor de IL-31 de ratén como se describe en el documento WO 2007/142325, ("Anti-
IL31R de tipo siivestre”). Utilizando un método conocido por los expertos en la técnica, se insertaron fragmentos de
genes que codifican las secuencias de aminoacidos de interés en vectores de expresion celular de mamifero para
construir el vector de expresién de la cadena H vy el vector de expresién de la cadena L de interés. Se determinaron
las secuencias de nucledtidos de los vectores de expresion resultantes usando un método conocido por un experto en
la técnica. Se expres¢ y purifics anti-IL31R de tipo silvestre mediante el métcdo gue se describe en el Ejemplo 1.

Construccién del Anticuerpo del Receptor de Anti-IL-31 Dependiente del pH

A los efectos de otorgar capacidad dependiente del pH del anticuerpo para unirse al receplior de IL-31, se introdujeron
sustituciones de histidina en los aminoacidos de CDR del anticuerpo del receptor de anti-IL-31 {(Anti-IL31R de tipo
silvestre) que incluye la cadena H (WT) (secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 67} y la cadena L {WT) (secuencia
de aminoacidos: SEQ 1D NO: 68). Mediante fa sustitucién de histidina en los aminoécidos de CDR vy el posterior
analisis, se obtuvieron varios clones que demuestran la unién dependiente del pH. Se redujo significativamente la
unién a pH 5,5 en comparacion con la unioén a pH 7,4. La posicién de sustitucion de histidina en los clones dependientes
del pH se muestra en la Tabla 15. Un ejemplo es “Anti-lIL31R clon 1" que incluye la cadena H (c1) (secuencia de
aminoacidos: SEQ ID NO: 69) y la cadena L (WT). Se expresé y purificé anti-IL31R clon 1 utilizando el método que se
describe en el Ejemplo 1.

[Tabla 15] Posicién de Sustitucion de Histidina en clones dependientes del pH

H33
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Andlisis de la Unién de los Clones Dependientes del pH al Receptor de IL-31 Scluble

El andlisis cinético de las reacciones entre antigeno y anticuerpo a pH 5,5 y pH 7,4 se realizé usando Biacore T100
{(GE Healthcare) para los dos tipos de anticuerpos preparados como se menciond anteriormente: Anti-IL31R de tipo
silvestre y Anti-IL31R clon 1 (tamp6n: DPBS(-) (pH 7,4 o0 pH 5,5}, NaC! 150 mM, Tween 20 al 0,01 %, NaNs al 0,02 %).
L.os anticuerpos se unieron a un chip sensor en el que se inmovilizo la proteina recombinante A/G (Plerce) mediante
acoplamiento de amina y luego el receptor de IL-31 de ratdén soluble {preparado de acuerdo con el método que se
describe en el documento WO 2007/142325) ajustado a una concentracién apropiada se inyecté en éste como analito.
Todas las mediciones se realizaron a 25 °C. Se calcularon las constantes de velocidad de asociacion ka (1/Ms) y las
constantes de velocidad de discciacion ko (1/8) usando Biacore T100 Evaluation Software (GE Healthcare) y las
constantes de disociacion KD (M) en funcién de estos valores (Tabla 16). Ademas, la relacidn de la afinidad a pH 5,5
y pH 7.4 se calcularon para cada clon para evaluar la unién dependiente del pH.

[Tabla 16] Comparacién de la Unién de los Clones Dependientes del pH con el Receptor de IL-31 de Ratén

Muestra pH ka(1/Ms) = kd(1/s) KD(M) KD(pH5,5)/KD(pH7.4)

Tipo pH7.4 :140E+05 3,40E-03 2,30E-08
silvestre

pH5.5 {5,10E+05 :3,80E-03 7,40E-08
pH7.4 :1,70E+05 3, 30E-03 2,20E-08

clon 1 1000,0
pH55 :1,10E+03 :2,40E-02 2,20E-05

3.2

La relacién de afinidad a pH 5,5 v pH 7,4 {(KD){(pH 5,5)/(KD)(pH 7.,4)) calculada, que indica la unién dependiente del
pH con el receptor de IL-31 de ratén, fue 3,2 y 1000 para Anti-IL31R de tipo silvestre y Anti-IL31R clon 1,
respectivamente. Es decir, la capacidad de union dependiente del pH de Anti-IL31R clon 1 es de aproximadamente
300 veces mas que la de WT. Los sensogramas de Anti-IL-31R clon 1 a pH 7,4 y pH 5.5 se muestran en {a FIG. 27.

Por lo tanto, se demostré gue, como en el caso de los anticuerpos del receptor de anti-iL-6 y los anticuerpos anti-iL-
6, los anticuerpos del receptor de anti-IL-31 de unién dependiente del pH gue se unen al antigeno firmemente en
condiciones neutras de plasma, pero débilmente en condiciones acidas intraendosdmicas se pueden construir
mediante la introduccion de sustituciones de histidina y similares principalmente en las secuencias de aminodcidos de
CDR. Como se indicé en los Ejemplos 1 a 15, un anticuerpo del receptor de anti-IL-8 que tiene capacidad de unidon
dependiente del pH se une de forma reiterada al receptor de IL-6 y mejora notoriamente la PK/PD. Es decir, se sugirid
que el Anti-IL31R clon 1, que tiene capacidad de unién dependiente del pH, se une de forma reiterada a mas antigenocs
con mejora significativa de la PK/PD, en comparacién con Anti-IL31R de tipo silvestre.

[Ejemplo 18] Union Reiterada al Antigeno con Anticuerpo de Unidn Dependiente del pH
Expresion y Purificacion de Anticuerpo Administrado a Ratones

Se prepararon los cuatro tipos de anticuerpos del receptor de IL-6 humanizado que se describen a continuacién. Como
los anticuerpos que no se unen de manera dependiente del pH al receptor de IL-6, se expresaron y purificaron WT-
igG1 que incluye H (WT) (secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 9) y L (WT) (secuencia de aminoacidos: SEQ ID
NO:10) y H54/L28-IgG1 que incluye H54 (secuencia de amincacidos: SEQ ID NO: 70) y L28 (secuencia de
aminoacidos: SEQ ID NO: 12) mediante el método que se indicd en el Ejemplo 1. Como los anticuerpos que se unan
de manera dependiente del pH al receptor de IL-6, se expresaron y purificaron H170/L82-lgG1 del Ejemplo 3 que
incluye H 170 (secuencia de aminoacidos: SEQ ID NO: 4) y L82 (secuencia de amincacidos: SEQ ID NO: 7} y Fv4-
igG1 del Ejemplo 10 que incluye VH3-IgG1 (SEQ ID NO: 23) vy VL3-CK (SEQ ID NO: 27) mediante el método que se
indicé en el Ejemplo 1.

Andlisis de la Unién de Cada Tipo de Anticuerpo al Receptor de IL-6 Soluble

El andlisis cinético de las reacciones entre antigeno y anticuerpo a pH 7.4 vy pH 5,8 se realizé usando Biacore T100
(GE Healthcare) para los cuairo tipos de anticuerpos preparados: WT-1gG1, H54/L28-IgG1, H170/L82-1gG1 v Fv4-lgG1
(tampon: MES 10 mM (pH 7,4 o pH 5,8}, NaCl 150 mM, Surfactant-P20 al 0,05 %). Los anticuerpos se unieron a un chip
sensor en el gue se inmovilizé la proteina recombinante A/G (Pierce}) mediante acoplamiento de amina y se inyect6
SR344 ajustado a una concentracion apropiada en este como analite. Se observé la asociacion a y disociacion de SR344
de cada tipo de anticuerpo en tiempo real. Todas las mediciones se realizaron a 37 °C. Se calcularon las constantes de
velocidad de asociacion ka (1/Ms) y las constantes de velocidad de disociacion kg (1/8) usando Biacore T100 Evaluation
Scftware (GE Healthcare) y las constantes de disociacion KD (M) en funcién de estos valores (Tabla 17).
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Disociacion de Cada Tipo de Anticuerpo Contra el Receptor de 1L-6 Scluble (SR344)

pH7.4 pH5.8 Dependencia del pH
Muestra 1,01 /Ms) kd(1/s) KDM)|ka(1/Ms) kd(1/s) KD(M) |kd(pH5.8)/kd(pHT.4) KD(oH58)/KD{pH1 4)
WT-lgG1 4.9E+05 94E-04 19E-09(89E+05 2,7E-03 3,1E-09 2,9 1.6
H54/L28-1eG1 |8.3E+05 14E-03 1,7E-09|24E+06 2,7E-03 1,1E-09 20 0.7
H170/L82-1gG1|6.7E+05 1,1E-03 1,6E-09|1 2E+05 1,3E-02 1,0E-07 11,4 61.9
Fud-1gG1 9.8E+05 95E-04 9.7E-10|14E+06 37E-02 2,6E-08 388 27.3

Se calculd la relacion de afinidad (KD} a pH 5,8 y pH 7.4 para cada anticuerpo. La relacién de KD, que indica la union
dependiente del pH a SR344, fue de 1,6, 0,7, 61,9 y 27,3 para WT-lgG1, H54/L28-1gG1, H170/L82-IgG1 y Fv4-igG1,
respectivamente. Ademas, se calculd la relacion de velocidad de disociacion (ke) a pH 5,8 v pH 7.4 para cada
anticuerpo. La relacion de kg, que indica la velocidad de disociacién dependiente dsl pH para SR344, fus de 2,9, 2,0,
11,4y 38,8 para WT-IgG1, H54/L.28-1gG1, H170/L82-1gG1 y Fv4-IgG1, respectivamente. Por lo tanto, se confirmo que
H170/L82-IgG1 vy Fv4-IgG1 demuestran unién dependiente del pH, mientras que los anticuerpos convencionales WT-
igG1 y H54/1.28-1gG1 dificilmente exhiben la capacidad. Ademas, dado que la afinidad (KD) de estos anticuerpos a
pH 7.4 fue casi igual, se cree que su capacidad de unidén a SR344 en el plasma es equivalante.

Prueba de Farmacocinética In Vive Utilizando Rafones

Se evalué la farmacocinética de SR344 y el anticuerpo del receptor de IL-6 anti-humano después de la administracion
de SR344 (receptor de [L.-6 humano, preparado en el Ejemplo 1) solamente o administracion simultdnea de SR344 y
el anticuerpo del receptor de IL.-6 anti-humano a ratones gue noc expresan el receptor de IL-6 humano {(C57BL/6J; los
anticuerpos de receptor de IL-8 anti-humano que no se unen al receptor de 1L-6 de ratén). Se administrd una solucion
de SR344 (5 yg/mL)} o una solucién mixta que contiene SR344 y el anticuerpo del receptor de IL-6 anti-humana (5
ug/mbL y 0,1 mg/mL, respectivamente) en la vena caudal mediante administracién de Gnica dosis a 10 ml/kg. Dado
gue el anticuerpo del receptor de IL-6 anti-humano se encontraba presente en una cantidad excesiva adecuada con
respecto a SR344, se considerd que casi todas las moléculas de SR344 se unieron con el anticuerpo. Se recogieron
muestras de sangre a los 15 minutos, 2 horas, 8 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 7 dias, 14 dias, 21 dias y 28 dias
después de la administracion. Las muestras de sangre recogidas se centrifugaron de inmediato durante 15 minutos a
15.000 rpm y 4 °C para obtener el plasma. El plasma separado se almacend en un congelador configurade a -20 °C o
mencs hasta que se realizaron las mediciones. Se utilizaron WT-IgG1, H54/1.28-1gG1, H170/.82-1gG1 v Fv4-IgG1
como los anticuerpos del receptor de iL-6 anti-humano.

Medicidn de la Concantracion en Plasma del Anticuerpo del Receptor de IL-6 Anti-Humano mediante ELISA

Se midid la concentracion del anticuerpo del receptor de IL-8 humano en plasma de ratén mediante ELISA. Se
suministré IgG anti-humana {(especifica de cadena y) fragmento F(ab')2 de anticuerpo {(Sigma) en un Nunc-
immunoPlate MaxiSorp (Naige Nunc International) y se dejé reposar durante la noche a 4 °C para preparar las placas
inmovilizadas con IgG anti-humana. Se prepararon muestras de curva de calibracién con concentraciones en plasma
de 0,8, 0,4, 0,2, 0,1, 0,05, 0,025 y 0,0125 yg/mi, y muestras de plasma de ratdén diluidas 100 veces 0 mas. Se
agregaron 200 yl de 20 ng/mL de SR344 a 100 ul de las muestras de curva de calibracion y muestras de plasma y
luego se dej6 que las muestras reposaran durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se
colocarcn en las placas inmovilizadas con IgG anti-humana y se dejaron en reposo durante 1 hora a temperatura
ambiente. Luego se agregd anticuerpo IL-6R anti-humano bictinilade (R&D) para gue reaccionara durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se agregd estreptavidina-PolyHRP80 (Stereospecific Detection Technologies)
para que reaccionara durante 1 hora a temperatura ambiente y se realiz6 la reaccidon cromogénica con TMF One
Component HRP Microwell Substrate (BioFX Laboratories) como sustrato. Después de detener la reaccion con acido
sulfirico 1 N (Showa Chemical), se midi6 la absorbancia a 450 nm mediante un lector de microplacas. Se calcuid la
concentracién en plasma de ratén a partir de la abscrbancia de la curva de calibracidn con el software analitico
SOFTmax PRO (Molecular Devices). El periodo de tiempo de la concentracion en plasma después de la administracion
intravenosa segin se midié con este método se muestra en la FIG. 28.

Medicion de la Concentracion en Plasma de SR344 mediante Electroquimicluminiscencia

Se midio la concentracion de SR344 en plasma de ratén mediante electroquimioluminiscencia de muestras de curva
de calibracién de SR344 ajustadas a concentraciones de 2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 y 31,25 pg/mL, y se
prepararon muestras de plasma de ratén diluidas 50 veces ¢ mas. Las muestras se mezclaron con una solucién de
anticuerpo [L-6R anti-humano monoclonal (R&D} marcado con rutenio con Sulfo-Tag NHS éster (Mesc Scale
Discovery), Anticuerpo IL-8R Anti-humano Biotinilado (R&D) y WT-igG1, y luego se dejo que reaccionaran durante la
noche a 37 °C. La congentracion final de WT-lgG1 fue 333 pug/mL, que supera la concentracién del anticuerpo del
receptor de IL-6 anti-humano contenido en las muestras, a los efectos de unir casi todas las moléculas de SR344 en
las muestras a WT-IgG1. Posteriormente, se colocaron las muesiras en una placa de estreptadivina MA400 PR (Meso
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Scale Discovery), y se dejaron reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente y se realizé el lavado. Inmediatamente
después, se coloct Read Buffer T (x4} (Meso Scale Discovery), se realizé la medicion con Sector PR 400 Reader (Meso
Scale Discovery). Se calculd la concentracion de SR344 en funcion de la respuesta de la curva de calibracion usando el
software analitico SOFTmax PRO (Molecular Devices). El periodo de tiempo de la concentracién en plasma de SR344
después de la administracion intravenosa segln se midié con este método se muestra en la FIG. 29.

Efectos de la Unidn Dependiente del pH

Con respecto al periodo de tlempo de la concentracidon de anticuerpo de WT-1gG1 y H54/L28-1gG1 que no demuestran
la union dependiente del pH, y H170/L.82-IgG1 y Fv4-igG1, que demuesiran la unién dependiente del pH, el periodo
de tiempo de concentracion fue aproximadamente idéntico para WT-igG1, H54/L28-1gG1 vy Fv4-igG1, mientras que
H170/L82-igG1 se elimind ligeramente mas rapido. Los datos del periodo de tiempo de concentracién en plasma se
analizaron mediante el software de andlisis de farmacocinética WinNonlin (Pharsight). Las semividas en plasma de
WT-1gG1, H54/L.28-1gG1, Fvd-lgG1 y H170/L28-1gG1 fueron 21,0, 28,8, 26,2 y 7,5 dias, respectivamente.

Como se describe en el Ejemplo 2, cuando el antigeno es un antigeno soluble, un anticuerpo administrado se une al
antigeno en el plasma, y permanece en el plasma en forma de un complejo antigenc-anticuerpo. En general, a
diferencia del tiempo de retencidon en plasma extremadamente largo de un anticuerpo (la velocidad de eliminacién es
extremadamente baja) debido a la funcién de FcRn, el tiempo de retencion en plasma de un antigeno es breve (la
velocidad de eliminacién es alta). Por lo tanto, un antigeno que se une a un anticuerpo tiene un tiempo de retencion
en plasma prolongado similar al de un anticuerpo (la velocidad de eliminacion es extremadamente baja). De manera
similar, cuando se administré sclo el anticuerpo del receptor de 1L-6 humanizado, 8R344 (receptor de IL-6 humano
soluble), SR344 se elimind extremadamente rapido (semivida en plasma: 0,2 dias). Sin embargo, en el caso de la
administracion simultanea de SR344 con un anticuerpo convencional, WT-IgG1 o H84/.28-igG1, que no demuestra la
unién dependiente del pH, ia velocidad de eliminacién de SR344 se redujo considerablemente, y se prolongo el tiempo
de retencién de plasma de SR344 (semivida en plasma: 5,3 dias para WT-IgG1, 6,3 dias para H54/L28-IgG1). Esto
se debe a que casi todas las moléculas de SR344 se unieron con los anticuerpos administrados conjuntamente vy, por
fo tanto, SR344 unido con los anticuerpos presenté un tiempo de retencion en plasma prolongado similar al del
anticuerpo, debido a la funcion de FcRn, como se describio anteriormente.

En el caso de la administracion simultanea de SR344 con el anticuerpo Hi 70/L82-19G1 o Fvd-1gG1, gue demuestra la
unién dependients del pH, la eliminacidn de SR344 fue significativamente rapida (semivida en plasma: 1,3 dfas para
H170/L.82-IgG1, 0,6 dias para Fv4-IgG1}, en comparacion con el caso de la administracion simultanea con WT-1gGH
o H54/.28-1gG1. Esta tendencia fue particularmente prominente para Fv4-igG1. Dado que la afinidad de Fv4-igG1 a
pH 7.4 es equivalente a o mas fuerte que la afinidad de WT-igG1 y H54/L28-igG1, se cree que casi todas las moléculas
de SR344 se unieron a Fv4-igG1. Aunque Fv4-IgG1 demuestra retencién en plasma equivalente o ligeramente mas
prolongada y eliminacion mas lenta en comparacion con WT-IlgG1 y H54/L.28-1gG1, la eliminacién de SR344 unido a
Fv4-igG1 fue extremadamente rdpida. Esto se puede explicar mediante el concepto de la tecnologia presente que se
musstra en la FIG. 4. En el caso de anticuerpos convencionales que no demuestran la unidn dependiente del pH, se
absorbe un complejo de antigeno soluble y anticuerpo en endosomas mediante pinocitosis en el plasma vy se une a
FcRn expresado en endosomas en condicionas acidas infraendosémicas. Dado gue e complejo de antigeno soluble
y anticuerpo unido a FcRn se transfiere a la superficie celular tal como estd, y regresa nuevamente al plasma, el
antigeno unido al anticuerpo tiene un tiempo de retencién en plasma prolongado similar al del anticuerpo (la eliminacion
es extremadamente lenta). Por otro lado, en el caso de anticuerpos que demuestran la unidén dependiente del pH, el
antigeno se disocia del anticuerpo en condiciones acidas intraendosomicas vy, por lo tanto, solamente el anticuerpo se
une a FcRn y regresa nuevamente al plasma. Dado que el antigeno disociado del anticuerpo se degrada en los
lisosomas sin regresar al plasma, la eliminacién del antigeno es extremadamente rapida en comparacion con el caso
de los anticuerpos gque no demuestran la unién dependiente del pH. A saber, en el caso de la administracion simuitanea
de SR344 y el anticuerpo WT-lgG1 o H54/L28-IgG1, que no demuestra la union dependiente del pH, 1a eliminacién de
8R344 es lenta en un grado similar al anticuerpo, dado que SR344 se une a WT-lgGt o H54/L28-IgG1 tanto en el
plasma como en los endcsomas. Por el contrario, en el caso de la administracion simultanea de SR344 y el H170/L.82-
lgG1 o Fv4-igG1, que demuestra la unioén dependiente del pH, ia eliminacién de SR344 es extremadamente rapida,
dado que SR344 se disocia del anticuerpo en sl entorno de pH bajo intraendosdmico. Es decir, dado que los
anticuerpos H170/L28-1gG1 y Fv4-igG1, que demuestran la unién dependiente del pH, se disocian de SR344 en el
entorno de pH bajo intraendosémico, se cree que la mayor parte de H170/L82-1gG1 o Fv4-igG1 que ha regresado
nuevamente al plasma con FcRn no se une a SR344. Por lo tanto, como se muesira en la FiG. 4, se reveld que, al
disociarse de un antigenc en el entorno de pH bajo intraendosémico y regresar al plasma con FcRn sin unirse al
antigeno, un anticuerpo gue demuestra la unién dependiente del pH pusde unirse nuevamente a un antigeno en el
plasma. Se demostré también que, al repetir este proceso, el anticuerpo gue demuestra la unién dependiente dsl pH
se puede unir de forma reiterada a miltiples antigenos. Esto concuerda con los datos de Biacore que se muestran en
el Ejemplo 7, lo que demuestra que los anticuerpos dependientes del pH se pueden unir de forma reiterada a los
antigenos. Por lo tanto, al potenciar la unién dependiente del pH de un anticuerpo a un antigeno, se puede aumentar
la cantidad de veces de unidn al antigeno reiterada.

Cuando el antigeno es un antigenc soluble, y el antigeno se une a un anticuerpo en condiciones neutras de plasma,
pero se disocia del anticuerpo en los endosomas vy el anticuerpo regresa al plasma con FcRn, el anticuerpo puede
unirse nuevamente a un antigeno en condiciones neutras de plasma. Por o tanto, un anticuerpo que tiene la capacidad
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de discciarse de un antigeno en condiciones acidas intraendosémicas puede unirse a los antigenos varias veces. En
comparacién con el momento en el que un antigeno unido con un anticuerpo no se disocia del anticuerpo en los
endosomas (es decir., el antigeno unido con el anticuerpo regresa al plasma), si un antigeno unido a un anticuerpo se
disocia del anticuerpo en los endosomas, aumenta la velocidad de eliminacién del plasma del antigeno, dado que el
antigenc se transporta a los lisosomas y se degrada. Por lo tanto, la velocidad de eliminacién del plasma de un
antigenc se puede utilizar como indice para determinar si un anticuerpo se puede unir al antigeno mdltiples veces. La
determinacion de la velocidad de eliminacién del plasma de un antigeno se puede realizar, por ejemplo, mediante la
administracién de un antigeno y un anticuerpo in vivo, y luego mediante la medicién de la concentracion del antigeno
en plasma después de la administracion, como se muestra en los Ejemplos.

Un anticuerpo que demuestra la union dependiente del pH se puede unir de forma reiterada a miltiples antigenos en
oposicion al caso de un anticuerpo convencional que no demuestra unién dependiente del pH. Por o tanto, se puede
reducir considerablemente la cantidad de anticuerpo administrado, v se pueden prolongar en gran medida los
intervalos de administracién.

La unidn reiterada a miliiples antigenos de este mecanismo se basa en la reaccién entre el antigeno y el anficuerpo
dependiente del pH. Por lo tanto, independientemente del tipo de antigeno, si se puede construir un anticuerpo que
demuestra la union dependiente del pH que se une a un antigeno a pH 7,4 de plasma pero se disocia del antigenc a
pH &cido intraendosémico, dicho anticuerpo se puede unir de forma reiterada a multiples antigenos. Por consiguiente,
la tecnologia de la presente es Util dado que se puede aplicar no solamente a anticuerpos del receptor de IL-6, IL-6, y
al receptor de IL-31, sinc de manera general a cualquier anticusrpo a cualquier antigeno, independientemente del tipo
de antigeno.
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo que tiene un dominio de unién a antigeno y una region de unién a FcRn, en donde dicho anticuerpo
tiene un valor KD(pH 5,8)/KD(pH 7,4), definido como la relacién de KD para el antigeno a pH 5,8 y KD para el antigeno
a pH 7.4, de 40 o superior; en donde al menos un aminodcido de una CDR de dicho anticuerpo ha sido sustituida con
histidina; v en donde el valor KD(pH 5,8)/KD{pH 7,4) es mayor que el valor KD{pH 5,8)/KD(pH 7,4} del anticuerpo
antes de dicha sustitucién con histidina.

2. El anticuerpo de la relvindicacién 1, en donde dicha al menos una sustitucién con histidina es o incluye una
sustitucion a H27, H31, H32, H33, H35, H50, H58, H,59, HE61, H62, H63, HE64, HE5, H99, H100b, H102, L24, 27, 1.28,
132, L53, L54, 156, L90, 192 o L.94 de acuerdo con la numeracién de Kabat.

3. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o 2, en donde dicho antigenc es un antigeno soluble.

4. El anticuerpo de la reivindicacion 1 o 2, en donde dicho antigenc es un antigeno membrana

5. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicho anticuerpo es una IgG.

6. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicho anticuerpo es un anticuerpo quimérico.

7. El anticuerpo de una cualquiera de las relvindicaciones 1 a 5, en donde dicho anticuerpo es un anticuerpo
humanizado.

8. Una composicidn farmacéutica que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9. El anticuerpo de acuerdoe con una cualguiera de las reivindicaciones 1 a 7 para uso como un medicamento.
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