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DESCRIPCION

Variantes de anticuerpos con una afinidad de unién mayor en comparacién con los anticuerpos parentales.
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a un procedimiento para producir variantes de anticuerpos anti-VEGF.
En particular, se describen variantes de anticuerpos anti-VEGF de anticuerpos parentales que tienen uno o mas ami-
noécidos insertados en una region hipervariable del anticuerpo parental y una afinidad de unién por un antigeno diana
que es por lo menos aproximadamente dos veces mds fuerte que la afinidad de unién del anticuerpo parental por el
antigeno.

Descripcion de la técnica relacionada

Los anticuerpos son proteinas que muestramn especificidad de unién por un antigeno especifico. Los anticuerpos
nativos son habitualmente glicoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 daltons, compuestas por dos
cadenas ligeras (L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada cadena ligera estd unida a una cadena pesada
mediante un enlace covalente disulfuro, mientras que el nimero de enlaces disulfuro varia entre las cadenas pesadas de
diferentes isotipos de inmunoglobulinas. Cada cadena pesada y ligera también tiene puentes disulfuro intracatenarios
espaciados regularmente. Cada cadena pesada tiene en un extremo un dominio variable (VH) seguido por un conjunto
de dominios constantes. Cada cadena ligera tiene un dominio variable en un extremo (VL) y un dominio constante
en su otro extremo; el dominio constante de la cadena ligera se alinea con el primer dominio constante de la cadena
pesada, y el dominio variable de la cadena ligera se alinea con el dominio variable de la cadena pesada. Se cree que
residuos de aminodcido concretos forman una superficie entre los dominios variables de las cadenas ligera y pesada.

El término “variable” se refiere al hecho de que ciertas partes de los dominios variables difieren extensamente en
la secuencia entre anticuerpos y son responsables de la especificidad de unién de cada anticuerpo particular por su an-
tigeno particular. Sin embargo, la variabilidad no estd distribuida regularmente por todos los dominios variables de los
anticuerpos. Se concentra en 3 segmentos denominados regiones determinantes de complementariedad (CDRs) tanto
en los dominios variables de la cadena ligera como de la cadena pesada. Las partes de los dominios variables mds alta-
mente conservadas se denominan regiones de estructura (FR). Cada uno de los dominios variables de las cadenas ligera
y pesada nativas comprende cuatro regiones FR, que adoptan ampliamente una configuracién de ldmina beta, conecta-
das por 3 CDRs, las cuales forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de 1dmina be-
ta. Las CDRs en cada cadena se mantienen juntos muy proximas por las regiones FR y, con las CDRs de la otra cadena,
contribuyen a la formacién del sitio de unidn a antigeno de los anticuerpos (véase Kabat et al., Sequences of Proteins
of Immunological Interest, 5* Ed., Public Health Service, Nacional Institute of Health, Bethseda, MD (1991)).

Los dominios constantes no estan implicados directamente en la unién de un anticuerpo a un antigeno, pero mues-
tran diversas funciones efectoras. Dependiendo de la secuencia de aminodcidos de la region constante de sus cadenas
pesadas, los anticuerpos o inmunoglobulinas pueden asignarse a diferentes clases. Hay 5 clases principales de inmu-
noglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, y varias de ellas pueden dividirse adicionalmente en subclases (isotipos),
por ejemplo, IgG1, I1gG2, IgG3 e IgG4; IgAl e IgA2. Las regiones constantes de la cadena pesada que corresponden
a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan a,9, e, y, y u, respectivamente. De las diversas clases de
inmunoglobulinas humanas, s6lo IgG1, IgG2, IgG3 e IgM se sabe que activan el complemento.

In vivo, la maduracién de la afinidad de los anticuerpos esta dirigida por la seleccidn de antigenos de variantes de
anticuerpos de mayor afinidad que son fabricados principalmente por hipermutagénesis somética. También ocurre fre-
cuentemente un “desplazamiento del repertorio” en el que se observa que los genes de la linea germinal predominante
de la respuesta secundaria o terciaria difieren de los de la respuesta primaria o secundaria.

Varios grupos de investigacion han intentado mimetizar el proceso de maduracion de la afinidad del sistema inmune
mediante la introduccion de mutaciones en los genes de los anticuerpos in vitro y la utilizacioén de la seleccion de la
afinidad para aislar mutantes con mejor afinidad. Dichos anticuerpos mutantes se pueden expresar en la superficie de
bacteridfagos filamentosos y se pueden seleccionar anticuerpos por su afinidad por el antigeno o por su cinética de
disociacién (constante de disociacion) del antigeno. Hawkins et al. J. Mol. Biol. 226: 889-896 (1992). La mutagénesis
de paseo de CDR se ha utilizado para madurar la afinidad de anticuerpos humanos que se unen a la glicoproteina
de la cubierta humana gp120 del virus de inmunodeficiencia humano tipo 1 (VIH-1) (Barbas III ef al. PNAS (USA)
91: 3809-3813 (1994); y Yang et al. J. Mol. Biol. 254:392-403 (1995)); y un fragmento Fv de cadena unica anti-c-
erbB-2 (Schier et al. J. Mol. Biol. 263:551-567 (1996)). El intercambio de cadenas de anticuerpos y la mutagénesis
de CDR se utilizaron para madurar la afinidad de un anticuerpo humano de alta afinidad dirigido contra el tercer bucle
hipervariable de VIH (Thompson et al., J. Mol. Biol. 256: 77-88 (1996)). Balint y Larrick Gene 137: 109-118 (1993)
describen una técnica que denominan “mutagénesis parsimoniosa” que implica la mutagénesis por rastreo dirigida por
oligodesoxirribonucledtidos asistida por ordenador a través de la cual se buscan simultdneamente y minuciosamente
las tres CDR de un gen de la region variable para variantes mejoradas. Wu et al. maduraron la afinidad de un anticuerpo
humanizado especifico de avf3 utilizando una estrategia de mutagénesis limitada inicial en la que cada posicion de
las seis CDR se mut6 seguido de la expresion y el cribado de una biblioteca combinatoria que incluye los mutantes de
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afinidad mas elevada (Wu et al. PNAS (Estados Unidos) 95: 6037-6-42 (1998)). Los anticuerpos de fagos se revisan
en Chiswell y McCafferty TIBTECH 10:80-84 (1992); y Arder y Barbas III Current Opinién in Biotech 8:503-508
(1997). En los casos descritos en las referencias anteriores en los que los anticuerpos mutantes con afinidad mejorada
se compararon con un anticuerpo parental, el anticuerpo mutante tiene sustituciones de aminodcidos en una CDR.

Feeney et al. (J. Immunol, 143: 4061-4060, 1989) describen experimentos en los que los ratones seinmunizaron con
fosforilcolina y se estudiaron las secuencias y propiedades de unién de los anticuerpos producidos en las respuestas
primarias y secundarias.

Wilson et al. (J. Exp. Med., 187 (1): 59-70, 1998) describen los efectos de las inserciones y deleciones aleatorias
en un gen Vh mutado somdticamente.

Descripcion resumida de la invencion

A diferencia de los anticuerpos madurados por afinidad de las referencias anteriores, la presente invencién propor-
ciona un procedimiento de produccién de una variante de anticuerpo contra el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) de un anticuerpo parental, comprendiendo dicho procedimiento la insercién de dos a diez residuos de ami-
nodcido en una Regién Determinante de Complementariedad (CDR) H3 de un dominio variable de cadena pesada del
anticuerpo parental, donde la variante de anticuerpo anti-vEGF tiene una afinidad de unién por el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) que es por lo menos dos veces mds fuerte que la afinidad de unién del anticuerpo parental,
y donde por lo menos uno de los residuos insertados es arginina o lisina, o la insercién es adyacente al nimero de
residuo 100 del dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo parental, utilizando la numeracién de residuos
del dominio variable como en Rabat.

La presente invencién proporciona una variante de anticuerpo contra el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) de un anticuerpo parental, cuya variante de anticuerpo anti-VEGF comprende una insercién de aminodcidos
en o adyacente a una Regién Determinante de Complementariedad (CDR) H3 de un dominio variable de cadena
pesada del anticuerpo parental, donde la variante de anticuerpo anti-vEGF tiene una afinidad de unién por el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) que es por lo menos dos veces mds fuerte que la afinidad de unién del
anticuerpo parental y donde la CDR H3 del dominio variable de la cadena pesada de la variante de anticuerpo anti-
VEGF comprende la secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo que consiste en SEC ID No: 85, SEC ID No:
53, SEC ID No: 86, SEC ID No: 78, SEC ID No: 54 y SEC ID No: 89. Estas secuencias de CDR H3 pueden estar
dispuestas, por ejemplo, en la secuencia del dominio variable de la cadena pesada de SEC ID No: 98 6 99; ver figura
1B). Preferiblemente, la variante del anticuerpo comprender ademdsd un dominio variable de cadena ligera y se une
al antigeno de VEGF con una afinidad de unién mads fuerte que Y0192 (ver las figuras 1A'y 1B; SEC ID Nos 95 y 96).

En la presente invencién se contemplan varias formas de la variante del anticuerpo. Por ejemplo, la variante del
anticuerpo pueden ser un anticuerpo de longitud completa (por ejemplo, que tiene una regién constante de inmu-
noglobulina humana) o un fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un F(ab’)2). Ademds, la variante del anticuerpo
puede estar marcada con un marcador detectable, inmovilizada en una fase sélida y/o conjugada con un compuesto
heter6logo (tal como un agente citotoxico).

La presente invencién proporciona ademds: dcido nucleico aislado que codifica la variante de anticuerpo que se
reivindica; un vector que comprende el dcido nucleico, opcionalmente, unido operativamente a secuencias de control
reconocidas por una célula huésped transformada con el vector; una célula huésped transformada con el vector; un
proceso para producir la variante del anticuerpo que comprende el cultivo de esta célula huésped, de manera que el
dcido nucleico se expresa y, opcionalmente, la recuperacion de la variante del anticuerpo del culitov de células huésped
(por ejemplo, del medio de cultivo de células huésped).

La presente invencién también proporciona una composicion que comprende las variantes de anticuerpo reivindi-
cadas y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable. Esta composicidn para uso terapéutico es estéril y se
puede liofilizar.

Breve descripcion de las figuras

Las figuras 1A y 1B muestran una alineacién de secuencias de la regién variable de cadena ligera (figura 1A) y
de la regién variable de la cadena pesada (figura 1B) de diversas variantes del anticuerpo anti-VEGF humanizado
F(ab)-12. EL clon del Fab en fago parental Y0192 contiene mutaciones en la cadena ligera que no afectan de manera
significativa a la afinidad de unién a antigeno, y ha sido descrito (W098/45331). Otra variante, Y0238-3, contiene
mutaciones en la CDR H1 que mejoran la unién a antigeno (WO98/45331). La variante Y0239-19 contiene el motivo
“VNERK?” identificado en selecciones de las bibliotecas de insercién de la CDR H3 descritas en la presente invencion.
La variante Y0313-2 contiene las mutaciones en la CDR H1 de Y0238-3 combinadas con las mutaciones en la CDR
H3 de Y0239-19. Las diferencias de F(ab)-12 estdn destacadas con rectdngulos. Los identificadores de secuencia en
las figuras 1A y 1B son los siguientes: dominio variable de la cadena ligera de F(ab)-12 (SEC ID No: 94); dominio
variable de la cadena ligera de Y0192, Y0238-3, Y0239-19 e Y0313-2 (SEC ID No: 95); dominio variable de la cadena
pesada de F(ab)-12 e Y0192 (SEC ID No: 96); dominio variable de la cadena pesada de Y0238-3 (SEC ID No: 97);
dominio variable de la cadena pesada de Y0239-19 (SEC ID No: 98); y el dominio variable de la cadena pesada de
Y0313-2 (SEC ID No: 99).
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La figura 2 muestra la inhibicion de la actividad de VEGF en un bioensayo basado en células mediante Fab, F(ab)-
12 y variante de Fab Y0313-2.

La figura 3 muestra una parte del modelo tridimensional de F(ab)-12 en el complejo con VEGF tal y como se
determina mediante cristalografia con rayos X (Muller et al., Structure 6(9): 1153-1167 (1998)). El principal resto de
la cadena de la regién CDR H3 del anticuerpo se representa como un lazo magenta a la derecha. La representacion en
superficie de una parte de VEGF se representa a la izquierda, con varios residuos proximales destacados en rojo (4ci-
dos) o morado (basicos). La cadena lateral de D41 de VEGF se puede observar como un sitio de potencial interaccién
con un hipotético péptido de insercién en la CDR H3.

La figura 4 muestra una superposicion de partes del modelo tridimensional de F(ab)-12 en el complejo con VEGF
(ambas moléculas en gris; Muller et al., supra) con un modelo de la variante de insercién Fab Y0313-2 (verde) en
el complejo con VEGF (amarillo). El dltimo modelo se basa en la determinacidn cristalografica por rayos X de la
estructura del complejo variante descrito en la presente invencion. La figura ilustra que se observa un pequefio cambio
estructural en el complejo en comparacién con el complejo de F(ab)-12, excepto en la proximidad inmediata de las
mutaciones V104, N104a, E104b, R104c y K105.

La figura 5 muestra una comparacién de las partes del modelo tridimensional de F(ab)-12 en el complejo con
VEGF (a la derecha; Muller et al., supra) con un modelo de Fab Y0313-2 en el complejo con VEGF (a la izquierda)
tal y como se describe en la presente invencién. En cada caso, VEGF se muestra en amarillo y el Fab respectivo
se muestra en verde. En el complejo Y0313-2, se puede observar que V104 y R104c¢ realizan nuevos contactos con
VEGFE.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
1. Definiciones

El término “anticuerpo” se utiliza en el sentido mds amplio y cubre especificamente anticuerpos monoclonales
(incluyendo anticuerpos monoclonales de longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos
(por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpos siempre y cuando muestren la actividad bioldgica
deseada.

El término “regién hipervariable” cuando se utiliza en la presente invencion se refiere a las regiones de un dominio
variable de anticuerpo que son hipervariables en la secuencia y/o forman estructuramente bucles definidos. La regién
hipervariable comprende residuos de aminoécido de una “regién determinante de complementariedad” o “CDR” (es
decir, los residuos 24-34 (“CDR L17), 50-56 (“CDR L2”) y 89-97 (“CDR L3”) en el dominio variable de la cadena
ligera y 31-35 (“CDR H1”), 50-65 (“CDR H2”) y 95-102 (“CDR H3”) en el dominio variable de la cadena pesada;
Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5* Ed. Public Health Service, Nacional Institutes of
Health, Bethesda, MD (1991)) y/o aquellos residuos de un “bucle hipervariable” (es decir, los residuos 26-32 (“bucle
L17), 50-52 (“bucle L2”) y 91-96 (“bucle L3”) en el dominio variable de la cadena ligera y 26-32 (“bucle H1”), 53-55
(“bucle H2”) y 96-101 (“bucle H3”) en el dominio variable de la cadena pesada; Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196: 901-
917 (1987)). En ambos casos, los residuos del dominio variable se numeran segin Kabat ef al., supra. Los residuos
“framework” o “FR” son aquellos residuos del dominio variable diferentes de los residuos de la regién hipervariable
tal y como se definen en la presente invencion.

La expresion “el residuo del dominio variable que se numera como en Kabat” se refiere al sistema de numeracién
utilizado para dominios variables de cadena pesada o dominios variables de cadena ligera de la compilacién de an-
ticuerpos en Kabat et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 5* Ed. Public Health Service, Nacional
Institutes of Health, Bethesda, MD (1991). Utilizando este sistema de numeracion, la secuencia de aminoécidos lineal
real puede contener menos o mas aminodcidos correspondientes a un acortamiento de, o insercién en, una FR o CDR
del dominio variable. Por ejemplo, un dominio variable de cadena pesada puede incluir una insercién de un tnico
aminodcido (residuo 52a segiin Kabat) después del residuo 52 de CDR H2 y los residuos insertados (por ejemplo, los
residuos 82a, 82b y 82c, etc. segtin Kabat) después del residuo 82 de FR de la cadena pesada. La numeracién de Kabat
de residuos se puede determinar para un anticuerpo determinado mediante la alineacién en regiones de homologia de
la secuencia del anticuerpo con una secuencia numerada Kabat “estandar”.

Los “fragmentos de anticuerpos” comprenden una parte de un anticuerpo de longitud completa, generalmente
la regidn variable o de unién a antigeno. Entre los ejemplos de fragmentos de anticuerpos se incluyen Fab, Fab’,
F(ab’), y fragmentos Fv; diabodies; anticuerpos lineales; moléculas de anticuerpo de cadena tnica; y anticuerpos
multiespecificos formados a partir de fragmentos de anticuerpos.

El término “anticuerpo monoclonal”, tal y como se utiliza en la presente, se refiere a un anticuerpo obtenido de
una poblacion de anticuerpos sustancialmente homogénea, es decir, los anticuerpos individuales que comprenden la
poblacién son idénticos a excepcion de posibles mutaciones naturales que pueden estar presentes en pequefias can-
tidades. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, estando dirigidos contra un tnico sitio antigénico.
Ademas, a diferencia de las preparaciones de anticuerpos convencionales (policlonales) que incluyen habitualmente
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal estd dirigido
contra un Unico determinante en el antigeno. El modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo al obtener-
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se de una poblacidn sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse que se requiere la produccién
del anticuerpo mediante cualquier procedimiento particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a utilizar se-
glin la presente invencion se pueden fabricar mediante el procedimiento de hibridoma descrito por primera vez por
Kohler et al., Nature 256:495 (1975), o se pueden fabricar mediante procedimientos de ADN recombinantge (véase,
por ejemplo, la Patente de Estados Unidos No. 4.816.567). Los “anticuerpos monoclonales” también se pueden aislar
de bibliotecas de anticuerpos en fagos utilizando las técnicas descritas en Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991)
y Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-597 (1991), por ejemplo.

Los anticuerpos monoclonales en la presente invencién incluyen especificamente anticuerpos (inmunoglobulinas)
“quiméricos” en que una parte de la cadena pesada y/o ligera es idéntica con, u homdloga, a las secuencias corres-
pondientes en anticuerpos derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o subclase particular de
anticuerpo, mientras que el resto de la cadena o cadenas es idéntico con, u homdlogo a, las secuencias correspondientes
en anticuerpos derivados de otra especie o que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como fragmentos
de dichos anticuerpos, siempre y cuando muestren la actividad biolégica deseada (Patente de Estados Unidos No.
4.816.567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)).

Las formas “humanizadas” de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murinos) son anticuerpos quiméricos que
contienen una secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte, los anticuerpos hu-
manizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en que los residuos de una region hipervariable del
receptor se sustituyen por residuos de una region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo dador), tal como
ratén, rata, conejo o primate no humano que tienen la especificidad, afinidad y capacidad deseadas. En algunos casos,
los residuos de la region de estructura (FR) de Fv de la inmunoglobulina humana se sustituyen por los correspondien-
tes residuos no humanos. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden comprender residuos que no se encuentran ni
en el anticuerpo receptor ni el anticuerpo dador. Estas modificaciones se realizan para refinar adicionalmente la accién
del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado comprendera sustancialmente todos de, como minimo, uno, y
habitualmente dos, dominios variables, en que todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables corresponden
a los de las de una inmunoglobulina no humana y todas o sustancialmente todas de las regiones FR son las de una se-
cuencia de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprenderad opcionalmente, como minimo,
una parte de una regién constante (Fc) de inmunoglobulina, habitualmente la de una inmunoglobulina humana. Para
mads detalles, véase Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986), Reichmann et al., Nature 332: 323-329 (1988); y Presta,
Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992).

Los fragmentos de anticuerpo “Fv de cadena tnica” o “sFv”’ comprenden los dominios Vi y Vi del anticuerpo, en
los que estos dominios se presentan en una tnica cadena de polipéptido. Generalmente, el polipéptido Fv comprende
ademads un polipéptido enlazador entre los dominios Vy y V| que permite que sFv forme la estructura deseada para la
unién a antigeno. Para una revisién de sFv ver Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113,
Rosenburg y Moore eds., Springer-Verlag, Nueva York, pp. 269-315 (1994).

El término “diabodies” se refiere a pequefios fragmentos de anticuerpos con dos sitios de unién a antigeno, cuyos
fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable de cadena ligera
(VL) en la misma cadena de polipéptido (Vy - V). Utilizando un enlazador que es demasiado corto para permitir el
emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los dominios son forzados a emparejarse con los dominios
complementarios de otra cadena y crean dos sitios de unién a antigeno. Los diabodies se describen mds detalladamente
en, por ejemplo, EP 404.097; WO 93/11161; y Hollinger y otros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 6444-6448 (1993).

La expresi6n “anticuerpos lineales” cuando se utiliza a lo largo de esta solicitud se refiere a los anticuerpos descritos
en Zapata et al. Protein Eng. 8(10): 1057-1062 (1995). Brevemente, estos anticuerpos comprenden una pareja de
segmentos tdndem Fd (Vy-Cy1-Vy-Cyxl) que forman una pareja de regiones de unidén a antigeno. Los anticuerpos
lineales pueden ser biespecificos 0 monoespecificos.

Un “anticuerpo parental” es un anticuerpo que comprende una secuencia de aminoécidos que carece, o es deficiente
en, uno o mas residuos de aminodcido en o adyacente a una o mas regiones hipervariables de la misma en comparacién
auna variante de anticuerpo tal y como se describe en la presente invencion. De este modo, el anticuerpo parental tiene
una region hipervariable mas corta que la correspondiente region hipervariable de un anticuerpo de una variante de
anticuerpo tal y como se describe en la presente invencién. El polipéptido parental puede comprender un anticuerpo
(incluyendo una variante alélica natural) de secuencia nativa (es decir, natural) o un anticuerpo con modificaciones (tal
como otras inserciones, deleciones y/o sustituciones) en la secuencia de aminoécidos preexistente de una secuencia
natural. Preferiblemente, el anticuerpo parental es un anticuerpo humanizado o un anticuerpo humano.

Tal y como se utiliza en la presente invencidn, “variante de anticuerpo” se refiere a un anticuerpo que tiene una
secuencia de aminodcidos que difiere de la secuencia de aminodcidos de un anticuerpo parental. Preferiblemente, la
variante de anticuerpo comprende un dominio variable de cadena pesada o un dominio variable de cadena ligera que
tiene una secuencia de aminoacidos que no se encuentra en la naturaleza. Dichas variantes necesariamente tienen
menos de un 100% de identidad o similitud en la secuencia con el anticuerpo parental. En una realizacion preferida,
la variante de anticuerpo tendrda una secuencia de aminoacidos de aproximadamente un 75% a menos de un 100%
de identidad o similitud en la secuencia de aminoacidos con la secuencia de aminoécidos del dominio variable de la
cadena pesada o ligera del anticuerpo parental, mas preferiblemente de aproximadamente un 80% a menos de un 100%,
mas preferiblemente de aproximadamente un 85% a menos de un 100%, mas preferiblemente de aproximadamente un
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90% a menos de un 100%, y atin mas preferiblemente de aproximadamente un 95% a menos de un 100%. Identidad o
similitud con respecto a esta secuencia se define en la presente invencién como el porcentaje de residuos de aminoacido
en la secuencia candidata que son idénticos (es decir, mismos residuos) a los residuos del anticuerpo parental, después
de alinear las secuencias e introducir espacios, si es necesario, para conseguir el mdximo porcentaje de identidad
en la secuencia. Ninguna de las extensiones, deleciones o inserciones N-terminales, C-terminales o internas en la
secuencia del anticuerpo fuera del dominio variable se interpretara que afecte a la identidad o similitud en la secuencia.
La variante del anticuerpo es generalmente aquella que tiene una region hipervariable mds larga (por uno o mas
residuos de aminodcido; por ejemplo, por aproximadamente uno a aproximadamente 30 residuos de aminodcido vy,
preferiblemente, por aproximadamente dos a aproximadamente diez residuos de aminodcido) que la correspondiente
regién hipervariable de un anticuerpo parental.

Una “alteracién de aminodcidos” se refiere a un cambio en la secuencia de aminoacidos de una secuencia de
aminodcidos predeterminada. Entre las alteraciones de ejemplo se incluyen inserciones, sustituciones y deleciones.

Una “insercion de aminoacidos” se refiere a la introduccién de uno o mas residuos de aminoacido en una secuencia
de aminoécidos predeterminada.

La insercién de aminodcidos puede comprender una “insercién de péptidos” en cuyo caso un péptido que com-
prende dos o mds residuos de aminodcido unidos por un enlace o enlaces peptidicos se introduce en la secuencia de
aminodcidos predeterminada. Cuando la insercién de aminodcidos implica la insercién de un péptido, el péptido in-
sertado se puede generar mediante mutagénesis aleatoria, de manera que tiene una secuencia de aminodcidos que no
existe en la naturaleza.

El resiudo o residuos insertados pueden ser “residuos de aminoacido naturales” (es decir, codificados por codigo
genético) y se seleccionan del grupo que consiste en: alanita (Ala); arginina (Arg); asparagina (Asn); dcido aspartico
(Asp); cisterna (Cys); glutamina (GIn); dcido glutdmico (Glu); glicina (Gly); histidina (His); isoleucina (Ile); leucina
(Leu); lisina (Lys); metionina (Met); fenilalanina (Phe); prolina (Pro); serina (Ser); treonina (Thr); triptéfano (Trp);
tirosina (Tyr) y valina (Val).

La insercién de uno o mds residuos de aminoacido no naturales también estd comprendida por la definicién de
una insercién de aminodcido en la presente invencién. Un “residuo de aminodcido no natural” se refiere a un residuo,
diferente de los residuos de aminodcido naturales indicados anteriormente, que es capaz de unirse covalentemente
a un residuo o residuos de aminodcido adyacentes en una cadena polipéptidica. Entre los ejemplos de residuos de
aminodcido no naturales se incluyen norleucina, ornitina, norvalina, homoserina y otros andlogos de residuos de ami-
noécido tales como los descritos en Ellman et al. Meth. Enzym. 202:301-336 (1991). Para generar dichos residuos de
aminodcido no naturales, se pueden utilizar los procedimientos de Noren et al. Science 244:182 (1989) y Ellman et
al., supra. Brevemente, estos procedimientos implican la activaciéon quimica de un ARNt supresor con un residuo de
aminodcido no natural seguido de una transcripcién y traduccién in vitro del ARN.

Una insercién de aminodcidos “en una region hipervariable” se refiere a la introduccién de uno o més residuos de
aminodcido en una secuencia de aminodcidos de la region hipervariable.

Una insercién de aminodcidos “adyacente a una region hipervariable” se refiere a la introduccién de uno o mas
residuos de aminodcido en el extremo N-terminal y/o C-terminal de una regién hipervariable, de manera que por lo
menos uno de los residuos de aminodcido insertados forma un enlace peptidico con el residuo de aminodcido N-
terminal o C-terminal de la regi6n hipervariable en cuestion.

Una “sustitucién de aminodcidos” se refiere a la sustitucion de un residuo de aminoacido existente en una secuencia
de aminodcidos predeterminada por otro residuo de aminoécido diferente.

El término “interacciones potenciales de aminodcidos” se refiere a contactos o interacciones energéticamente fa-
vorables entre uno o mds residuos de aminodcido presentes en un antigeno y uno o mds residuos de aminoacido
que no existen en un anticuerpo parental, pero que se pueden introducir en el mismo para aumentar los contactos
de aminodcidos entre el antigeno y una variante de anticuerpo que comprende el residuo o residuos de aminodcido
introducidos. Preferiblemente, las interacciones de aminoécidos de interés se seleccionan del grupo que consiste en
enlace de hidrégeno, interacciones de van der Waals e interacciones idnicas.

El término “antigeno diana” se refiere en la presente invencién a un antigeno predeterminado al que se unen
tanto un anticuerpo parental como una variante de anticuerpo tal y como se han definido en la presente invencion.
El antigeno diana puede ser un polipéptido, carbohidrato, 4cido nucleico, lipido, hapteno u otro compuesto natural o
sintético. Preferiblemente, el antigeno diana es un polipéptido. Aunque la variante de anticuerpo se une al antigeno
diana con mejor afinidad de unién que el anticuerpo parental, éste generalmente tiene un valor de afinidad de unién
(Ky) paga el antigeno diana de no mas de aproximadamente 1 x 107 M, y preferiblemente no mds de aproximadamente
1x107° M.

Un anticuerpo “aislado” es el que se ha identificado y separado y/o recuperado a partir de un componente de su
medio natural. Los componentes contaminantes de su medio natural son materiales que interferirfan con las utilizacio-
nes de diagnéstico y terapéuticas para el anticuerpo, y pueden incluir enzimas, hormonas, y otros solutos proteindceos
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y no proteindceos. En realizaciones preferidas, el anticuerpo se purificard (1) hasta méas de un 95% en peso de anti-
cuerpo segin se determina por el procedimiento de Lowry, y mds preferiblemente mds de un 99% en peso, (2) hasta
un grado suficiente para obtener por lo menos 15 residuos de secuencia de aminoécidos N-terminal o interna mediante
la utilizacién de un secuenciador de copa giratoria, o (3) hasta la homogeneidad mediante SDS-PAGE en condiciones
reductoras o no reductoras utilizando azul de Coomassie o, preferiblemente, tincion con plata. El anticuerpo aislado
incluye el anticuerpo in sifu dentro de las células recombinantes ya que por lo menos un componente del medio natu-
ral del anticuerpo no estard presente. Normalmente, sin embargo, el anticuerpo aislado se preparard mediante por lo
menos una etapa de purificacion.

“Tratamiento” se refiere tanto a tratamiento terapéutico como profilactico o medidas preventivas. Entre aquéllos
que necesitan el tratamiento se incluyen aquéllos que ya padecen el trastorno asi como aquéllos a los que se debe
prevenir el trastorno.

Un “trastorno” es cualquier condicién que se beneficiaria del tratamiento con la variante de anticuerpo. Este in-
cluye trastornos o enfermedades crénicas y agudas que incluyen aquellas condiciones patoldgicas que predisponen el
mamifero al trastorno en cuestion.

“Mamifero” para los objetivos del tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como mamifero, incluyendo
humanos, animales domésticos y de granja, primates no humanos, y animales de zoolégico, de deporte o de compaiiia,
tales como perros, caballos, gatos, vacas, etc.

El término “agente citotdxico” tal y como se utiliza en la presente invencion se refiere a una sustancia que inhibe o
impide la funcién de las células y/o provoca la destruccién de las células. El término pretende incluir isétopos radioac-
tivos (por ejemplo I'*!, ', Y*° y Re'®), agentes quimioterapéuticos, y toxinas tales como las toxinas enzimdticamente
activas de origen bacteriano, micético, vegetal o animal o fragmentos de las mismas.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico util en el tratamiento del cancer. Entre los ejemplos de
agentes quimioterapéuticos se incluyen la adriamicina, la doxorubicina, el 5-fluorouracilo, el arabinésido de citosina
(“Ara-C”), la ciclofosfamida, el tiotepa, el taxdtero (docetaxel), el busulfano, la citoxina, el taxol, el metotrexato, el
cisplatino, el melfalano, la vinblastina, la bleomicina, el etopdsido, la ifosfamida, la mitomicina C, la mitoxantrona,
la vincreistina, la vinorrelbina, el carboplatino, el tenipdsido, la daunomicina, la carminomicina, la aminopterina, la
dactinomicina, las mitomicinas, las esperamicinas (ver Patente de Estados Unidos N° 4.675.187), el melfalano, y otros
gases de nitrégeno relacionados.

El término “profarmaco” tal y como se utiliza en esta solicitud se refiere a un precursor o forma derivada de una
sustancia farmacéuticamente activa que es menos citotéxica a las células tumorales en comparacién con el farmaco
parental y que es capaz de ser activada o convertida enzimdticamente en la forma parental mds activa. Véase, por
ejemplo Wilman, “Prodrugs in Cancer Chemotherapy”, Biochemical Society Transactions, 14, paginas 375-382, 615th
Meeting Belfast (1986) y Stella et al., “Prodrugs: A Chemical Approach to Targeted Drug Delivery,” Directed Drug
Delivery, Borchardt et al., (ed.), padginas 247-267, Humana Press (1985). Los profarmacos de la presente invencién
incluyen, pero no se limitan a, profdrmacos que contienen fosfato, profdrmacos que contienen tiofosfato, profdrmacos
que contienen sulfato, profairmacos que contienen péptidos, profairmacos que contienen D-aminodcidos, profarmacos
glicosilados, profdrmacos que contienen beta-lactamas, profdirmacos que contienen fenoxiacetamida opcionalmente
sustituida o profarmacos que contienen fenilacetamida opcionalmente sustituida, S-fluorocitosina y otros profdrmacos
de 5-fluorouridina que pueden convertirse en el fairmaco libre citotéxico mds activo. Entre los ejemplos de farmacos
citotoxicos que se pueden derivatizar en una forma de profarmaco para su utilizacién en la presente invencién incluyen,
pero no se limitan a, los agentes quimioterapéuticos descritos anteriormente.

La palabra “marcador” cuando se utiliza en la presente invencién se refiere a un compuesto o composicién de-
tectable que se conjuga directa o indirectamente al anticuerpo. El marcador puede ser detectable por si mismo (por
ejemplo, marcadores radiois6topos o marcadores fluorescentes) o, en el caso de un marcador enzimaético, puede cata-
lizar la alteracién quimica de un compuesto o composicion sustrato que es detectable.

Por “fase sélida” se entiende una matriz no acuosa a la que se puede adherir el anticuerpo de la presente invencion.
Entre los ejemplos de fases sé6lidas que se engloban en la presente invencién se incluyen las formadas parcial o
totalmente de vidrio (por ejemplo, vidrio de poro controlado), polisacaridos (por ejemplo, agarosa), poliacrilamidas,
poliestireno, polivinilalcohol y siliconas. En ciertas realizaciones, dependiendo del contexto, la fase sélida puede
comprender el pocillo de una placa de ensayo; en otras es una columna de purificacién (por ejemplo, una columna
de cromatografia de afinidad). Este término también incluye una fase sélida discontinua de particulas discretas, tales
como las descritas en la Patente de Estados Unidos No. 4.275.149.

Un “liposoma” es una vesicula pequefia compuesta de varios tipos de lipidos, fosfolipidos y/o tensoactivos que es
util para la liberacién de un farmaco (tal como las variantes de anticuerpo descritas en la presente invencién y, opcio-
nalmente, un agente quimioterapéutico) a un mamifero. Los componentes del liposoma se disponen habitualmente en
una formacién de bicapa, similar a la disposicion de las membranas bioldgicas.
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Una molécula de 4cido nucleico “aislada” es una molécula de 4acido nucleico que se identifica y se separa de por
lo menos una molécula de 4cido nucleico contaminante con la que estd asociada normalmente en el medio natural del
dcido nucleico que codifica el anticuerpo. Una molécula de dcido nucleico aislada estd en una forma o composicién
diferente de la que se encuentra en la naturaleza. Por lo tanto, las moléculas de dcido nucleico aisladas se distinguen
de la molécula de 4cido nucleico especifica tal como existen en células naturales. Sin embargo, una molécula de
dcido nucleico aislada que incluye una molécula de dcido nucleico contenida en células que normalmente expresan el
anticuerpo, cuando, por ejemplo, la molécula de acido nucleico estd en una localizacién cromosdémica diferente de la
de las células naturales.

La expresion “secuencias de control” se refiere a secuencias de ADN necesarias para la expresion de una secuencia
codificante unida operativamente en un organismo huésped particular. Las secuencias de control que son adecuadas
para procariotas incluyen, por ejemplo, un promotor, opcionalmente una secuencia operadora, y un sitio de unién a
ribosoma. Se sabe que las células eucariotas utilizan promotores, sefiales de poliadenilacidn y potenciadores.

Un 4cido nucleico estd “unido operativamente” cuando estd situado en una relacién funcional con otra secuencia de
dcidos nucleicos. Por ejemplo, el ADN para una presecuencia o secuencia lider secretora estd unido operativamente a
ADN para un polipéptido si se expresa como una preproteina que participa en la secrecion del polipéptido; un promotor
o potenciador estd unido operativamente a una secuencia codificante si afecta a la transcripcién de la secuencia; o
un sitio de unién a ribosoma estd unido operativamente a una secuencia codificante si estd situado para facilitar la
traduccion. Generalmente, “unido operativamente” significa que las secuencias de ADN que se unen estidn contiguas
y, en el caso de una secuencia lider secretor, contiguas y en fase de lectura. Sin embargo, los potenciadores no tienen
que estar contiguos. La unién se realiza mediante la unién en los sitios de restriccién convenientes. Si dichos sitios no
existen, los adaptadores o enlazadores de oligonucledtidos sintéticos se utilizan segtin la practica convencional.

Tal y como se utilizan en la presente invencién, las expresiones “célula”, “linea celular” y “cultivo celular” se
utilizan indistintamente y todas estas designaciones incluyen progenie. De este modo, las palabras “transformantes” y
“células transformadas” incluyen la célula sujeto primaria y cultivos derivados de la misma sin considerar el nimero
de transferencias. Se entiende también que toda la progenie puede no ser exactamente idéntica en el contenido de
ADN, debido a mutaciones deliberadas o involuntarias. Se incluye la progenie mutante que tiene la misma funcién
o actividad bioldgica segiin se criba en la célula originalmente transformada. Cuando se pretendan designaciones
diferentes, serdn evidentes a partir del contexto.

II. Modos de llevar a cabo la presente invencion

La presente invencion se refiere a un procedimiento para fabricar una variante de anticuerpo. El anticuerpo parental
o el anticuerpo inicial se prepara mediante técnicas disponibles en el sector para generar dichos anticuerpos. En las
siguientes secciones se describen con mayor detalle procedimientos de ejemplo para la generacidn de anticuerpos.

El anticuerpo parental se dirige contra un antigeno diana de interés. Preferiblemente, el antigeno diana es un
polipéptido importante biol6gicamente y la administracién del anticuerpo a un mamifero que padece una enfermedad
o trastorno puede dar lugar a un beneficio terapéutico en ese mamifero. Sin embargo, también se consideran los
anticuerpos dirigidos contra antigenos no-polipeptidicos (tales como los antigenos de glicolipido asociados a tumor;
ver Patente de Estados Unidos 5.091.178).

Cuando el antigeno es un polipéptido, puede tratarse de una molécula transmembrana (por ejemplo, un receptor) o
de un ligando, tal como un factor de crecimiento. Los antigenos de ejemplo incluyen moléculas tales como la renina;
una hormona del crecimiento, incluyendo la hormona del crecimiento humana y la hormona del crecimiento bovina; el
factor de liberacion de la hormona del crecimiento; la hormona paratiroidea; la hormona de estimulacién tiroidea; las
lipoproteinas; la alfa-1-antitripsina; la cadena A de la insulina; la cadena B de la insulina; la proinsulina; la hormona de
estimulacién del foliculo; la calcitonina; la hormona luteinizante; el glucagén; factores coagulantes tales como el factor
VIIIC, el factor IX, el factor tisular, y el factor de von Willebrands; factores anticolagulantes tales como la Proteina C;
el factor natriurético atrial; el surfactante pulmonar; un activador de plasminégeno, tal como la uroquinasa o la orina
humana o el activador de plasminégeno de tipo tisular (t-PA); la bombesina; la trombina; el factor de crecimiento
hematopoyético; los factores alfa y beta de necrosis tumoral; la encefalinasa; RANTES (expresion y secrecion de
células T normales reguladas en activacién normal); la proteina inflamatoria de macr6fago humano (MIP-1-alfa); una
albimina de suero tal como la albimina de suero humana; la sustancia inhibidora de Muellerian; la cadena A de la
relaxina; la cadena B de la relaxina; la prorrelaxina; el péptido asociado a la gonadotropina de ratén; una proteina
microbiana, tal como la beta-lactamasa; la DNasa; la IgE; un antigeno asociado a linfocito T citotéxico (CTLA),
tal como CTLA-4; la inhibina; la activina; el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF); los receptores para
hormonas o los factores de crecimiento; la proteina A o D; los factores reumatoides; un factor neurotréfico tal como
el factor neurotréfico derivado de hueso (BDNF), 1a neurotrofina-3, 4, 5, 6 6 (NT-3, NT-4, NT-5, o NT-6), o un factor
de crecimiento nervioso; el factor de crecimiento derivado de plaqueta (PDGF); factor de crecimiento de fribroblastos
tal como TGF-alfa y TGF-beta; los factores de crecimiento I y II de tipo insulina (IGF-I y IGF-II); des(1-3)-IGF-I
(IGF-I de cerebro); las protefnas de unién del factor de crecimiento de tipo insulina; proteinas CD tales como la CD3,
la CD4, la CD8, la CD19 y la CD20; la eritropoyetina; los factores osteoinductivos; las inmunotoxinas; una proteina
morfogenética de hueso (BMP); un interferén tal como el interferén-alfa, beta, y gamma; factores de estimulacién de
colonias (CSFs), por ejemplo, M-CSF, GM-CSF, y G-CSF; las interleuquinas (ILs), por ejemplo, IL-1 a la IL-10; la
superdxido dismutasa; los receptores de células T; las proteinas de membrana superficiales; los factores de aceleracién
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de la descomposicidn; antigeno viral tal como, por ejemplo, una parte de la envoltura del SIDA; las proteinas de
transporte; los receptores de acogida; adresinas; las protefnas reguladoras; integrinas tales como la CD11a, la CD11b,
laCDllc, la CD18, ICAM, VLA-4 y VCAM; un antigeno asociado a tumor tal como los receptores de HER2, HER3
o HER4; y fragmentos de cualquiera de los polipéptidos indicados anteriormente.

Las dianas moleculares preferentes para anticuerpos comprendidas en la presente invencién incluyen a proteinas
CD tales como la CD3, la CD4, la CD8, la CD19, y la CD34; miembros de la familia del receptor ErbB tales como
el receptor de EGF, el receptor de HER2, HER3 o HER4; moléculas de adhesién celular tales como la LFA-1, Macl,
p250,95, VLA-1, ICAM-1, VCAM y la integrina av/33 incluyendo subunidades alfa o beta de la misma (por ejemplo,
los anticuerpos anti-CD1 1a, anti-CD18 o anti-CD11b); factores de crecimientos tales como VEGF; IgE; antigenos de
grupo sanguineo; el receptor de flk2/flt3; el receptor de obesidad (OB); el receptor mp1; CTLA-4; la proteina C etc.

El antigeno utilizado para generar un anticuerpo puede aislarse a partir de una fuente natural del mismo, o puede
producirse de manera recombinante o fabricarse utilizando otros procedimientos sintéticos. De modo alternativo, pue-
den utilizarse células que comprenden antigeno nativo o recombinante como inmunogenes para fabricar anticuerpos.

El anticuerpo parental puede tener fuerte afinidad de unidn preexistente hacia el antigeno diana. Por ejemplo,
el anticuerpo parental puede unirse al antigeno de interés con un valor de afinidad de unién (Kd) de no mds de
aproximadamente 1 x 1077 M, preferiblemente no mds de aproximadamente 1 x 10™® M y de un modo adin mas
preferente no mas de aproximadamente 1 x 10~ M.

Por ejemplo, puede determinarse la “afinidad de unién” del anticuerpo mediante procedimientos de equilibrio (por
ejemplo ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA) o radioinmunoensayo (RIA)), o cinéticos (por ejemplo
andlisis BIACORE™; ver Ejemplo 1 més adelante).

Ademds, el anticuerpo puede someterse a otros “ensayos de actividad bioldgica”, por ejemplo, con el fin de evaluar
su “potencia” o actividad farmacoldgica y eficacia potencial como agente terapéutico. Dichos ensayos son conocidos
en la técnica y dependen del antigeno diana y del uso pretendido del anticuerpo. Los ejemplos incluyen el ensayo de
adhesién de la monocapa de queratinocitos y el ensayo de la respuesta de linfocitos mezclados (MLR) para ensayos
de inhibicidn del crecimiento celular de tumores CD11a (ver W098/23761) (tal y como se describe en WO 89/06692,
por ejemplo); los ensayos de citotoxicidad celular dependientes de anticuerpo (ADCC) y de citotoxicidad mediada
por complemento (CDC) (Patente de Estados Unidos 5.500.362); los ensayos de hematopoyesis o actividad agonista
(ver WO 95/27062); el ensayo de incorporacién de timidina tritiada; y el ensayo azul alamar para medir la actividad
metabdlica de células en respuesta a una molécula tal como VEGF (ver Ejemplo 1 m4s adelante).

La secuencia de aminodcidos del anticuerpo parental se altera para generar una variante de anticuerpo que tiene
una afinidad de unién mas fuerte por el antigeno diana que el anticuerpo parental. La variante del anticuerpo tiene
preferiblemente una afinidad de unién por el antigeno diana que es por lo menos dos veces mds fuerte (por ejemplo
se mejora la afinidad de unién desde aproximdamente dos veces hasta aproximadamente 1000 veces o incluso hasta
aproximadamente 10.000 veces), preferiblemente por lo menos aproximadamente cinco veces mas fuerte, y preferi-
blemente por lo menos aproximdamente diez veces o 100 veces mds fuerte, que la afinidad de unién del anticuerpo
parental por el antigeno. La mejora deseada o requerida en la afinidad de unién puede depender de la afinidad de unién
inicial del anticuerpo parental.

Cuando el ensayo utilizado es un ensayo de actividad bioldgica, la variante del anticuerpo tiene preferiblemente
una potencia en el ensayo de actividad bioldgica para elegir cual es como minimo aproximadamente dos veces mayor
(por ejemplo se mejora la potencia de aproximadamente dos veces hasta aproximadamente 1000 veces o incluso hasta
aproximadamente 10.000 veces), preferiblemente por lo menos aproximadamente 20 veces mayor, mds preferible-
mente por lo menos aproximadamente 50 veces mayor, y en ocasiones por lo menos aproximadamente 100 veces o
200 veces mayor, que la actividad biolégica del anticuerpo parental en este ensayo.

Para generar la variante del anticuerpo, se realiza una insercién de entre 2 y 10 residuos de aminoédcido en un CDR
H3 de un dominio de cadena pesada del anticuerpo parental. A la hora de decidir el nimero de residuos que deben
insertarse, se pueden tener en cuenta el intervalo de las longitudes de la region hipervariable en cuestiéon conocida. Si
se realiza una insercién en la region hipervariable CDR H3, preferiblemente los residuos de aminoécido insertados se
encuentran entre los residuos nimero 97 y 102 (por ejemplo, contiguo al residuo niimero 100, y preferiblemente en
secuencia C-terminal a éste) del dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo parental, utilizando la numeracién
de residuos de dominio variable segtin Kabat.

A la hora de decidir acerca del nimero de residuos de aminodcido que se deben insertar, se puede tener en cuenta la
longitud deseada de la regidn hipervariable alterada. Por ejemplo, para la primera regién hipervariable de un dominio
variable de cadena pesada, la regién hipervariable es preferiblemente el tramo de residuos del “bucle H1”” de Clonthia
et al., supra, combinado con el tramo de residuos considerado para constituir la “CDR H1” segtin Kabal et al., supra.
De este modo, este primer bucle hipervariable del dominio variable de cadena pesada puede tener una longitud total
desde aproximadamente ocho aminodcidos hasta aproximadamente 20 residuos incluyendo el residuoo residuos de
aminodcido insertados. En relacién con la segunda region hipervariable de un dominio variable de cadena pesada, la
region hipervariable es preferiblemente “CDR H2” segtin Kabat et al., supra, por ejemplo, que tiene una longitud total
de desde aproximadamente 14 residuos de aminoécido hasta aproximadamente 25 residuos, incluyendo el residuo o
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residuos de aminodcido insertados. Finalmente, en relacion con la tercera regién hipervariable de un dominio variable
de cadena pesada, la region hipervariable es preferiblemente “CDR H3” segtin Kabat et al., supra, por ejemplo, que
tiene una longitud total de desde aproximadamente seis residuos de aminodcido hasta aproximadamente 30 residuos,
incluyendo el residuo o residuos de aminoécido insertados.

Las variantes de anticuerpo con residuo o residuos de aminoacido insertados en una region hipervariable de las
mismas pueden prepararse de forma aleatoria, especialmente cuando la afinidad de unidn inicial del anticuerpo parental
por el antigeno diana es tal que las variantes de anticuerpo producidas de manera aleatoria se pueden cribar facilmente.
Por ejemplo, la expresion de fagos proporciona un procedimiento conveniente de cribado de dichas variantes aleatorias.

Puede utilizarse un procedimiento mds sistemdtico para fabricar varientes de anticuerpo. Este procedimiento im-
plica las siguientes etapas generales, normalmente llevados a cabo secuencialmente:

(a) identificacion de las interacciones potenciales de aminoacido entre una regién hipervariable de un anticuerpo
parental y un antigeno diana;

(b) preparacion de una variante del anticuerpo parental mediante la introduccién de un residuo de aminodcido den-
tro o contiguo a la regién hipervariable del anticuerpo parental, donde el residuo de aminodcido introducido contribuye
a las interacciones potenciales del aminodcido en (a); y

(c) seleccion de una variante de anticuerpo preparada del mismo modo que en (b) que tiene una afinidad de unién
por el antigeno mds fuerte que la del anticuerpo parental.

Segtn la etapa (a) de este procedimiento, se puede analizar un modelo molecular del anticuerpo parental formando
un complejo con el antigeno. El modelo molecular puede obtenerse a partir de un cristal de rayos X o de resonancia
magnética nuclear (RMN) de la estructura de este complejo. Ver, por ejemplo, Arnit et al. Science 233:747-753 (1986);
y Muller et al. Structure 6(9):1153-1167 (1998)). De modo alternativo, pueden utilizarse programas informaticos para
crear modelos moleculares de complejos anticuerpo/antigeno (ver, por ejemplo, Levy et al. Biochemistry 28:7168-
7175 (1989); Bruccoleri et al. Nature 335:564-568 (1998); y Clothia et al. Science 233:755-758 (1986)), cuando no
se encuentra disponible una estructura del cristal.

En el procedimiento preferido, se analiza el modelo molecular del complejo antigeno/anticuerpo e identifica las
dreas potenciales para incrementar las interacciones favorables energéticamente entre el antigeno y una regién hiper-
variable del anticuerpo. Por ejemplo, se pueden identificar las interacciones polares potenciales (por ejemplo los pares
i6nicos y/o enlaces de hidrogeno); las interacciones no polares (tales como las atracciones de Van der Waals y/o las in-
teracciones hidrofébicas); y/o las interacciones covalentes (por ejemplo el enlace o enlaces disulfuro) entre uno o mas
residuos de aminodcido del antigeno y uno o mas residuos de aminodcido que pueden insertarse dentro o contiguos a
una region hipervariable del anticuerpo. Preferiblemente por lo menos uno de los residuos insertados tiene una carga
neta positiva o una carga neta negativa. Por ejemplo, por lo menos uno de los residuos insertados puede ser un residuo
cargado positivamente, preferiblemente arginina o lisina.

La lisina, la arginina y la histidina son ejemplos de cadenas laterales que tipicamente tienen carga positiva. El dcido
aspartico y el 4cido glutdmico son ejemplos de cadenas laterales que tipicamente tienen carga negativa. Estas cadenas
laterales pueden experimentar interacciones ionicas (residuos positivos emparejados con residuos negativos), asi como
interacciones polares con cadenas laterales que tienen grupos funcionales polares: triptéfano, serina, treonina, tirosina,
cisteina, tirosina, asparagina, y glutamina. Ademas, las interacciones polares o iénicas pueden estar mediadas por un
disolvente intermedio (tal como el agua) o moléculas de soluto (por ejemplo fosfato o sulfato).

La alanina, la valina, la leucina, la isoleucina, la prolina, la fenilalanina, el tript6fano, la metionina, y la tirosina son
tipicamente ejemplos de residuos que pueden estar implicados en interacciones hidrofébicas, o interacciones de Van
der Waals no polares; no obstante, las cadenas laterales no polares de otros residuos, tal como la lisina o la arginina,
pueden participar también en dichas interacciones. Las cadenas laterales aromaticas como la fenilalanina, la tirosina y
el tript6fano pueden formar interacciones de apilamiento aromadticas (pi), o pueden actuar como aceptores de enlaces
de hidrégeno.

Ademds, los dtomos de la cadena principal de cualquier residuo (incluida la glicina) pueden experimentar interac-
ciones de Van der Waals o hidrofébicas; y los dtomos de nitrégeno y el oxigeno del carbonilo de la cadena principal,
pueden experimentar interacciones polares (enlaces de hidrégeno). En algunos casos, puede formarse un enlace cova-
lente (disulfuro) a partir de un residuo de cisteina del anticuerpo con un residuo de cisteina del antigeno.

Finalmente, las modificaciones post-traduccionales (por ejemplo, la glicosilacién o la fosforilacién) o un grupo
prostético (por ejemplo, hemo o dedo de zinc) pueden proporcionar grupos funcionales adicionales (oxigenos de
carboxilato o fosfato; 4tomos de zinc o hierro) para la interaccién entre el anticuerpo y el antigeno.

De este modo, se puede, por ejemplo, introducir uno o mas residuos de aminodcido cargados dentro o contiguos a
la regidn hipervariable del anticuerpo parental en una localizacién tridimensional apropiada, de manera que el residuo
o los residuos introducidos sean capaces de formar par o pares i6nicos con uno o més residuos cargados opuestamente
en el antigeno. De forma similar, se pueden crear par o pares de enlaces de hidrégeno, interacciones de Van der Waals,
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etc., mediante la introduccion de residuos de aminodcido apropiados en una localizacién apropiada dentro o contigua
a una regién hipervariable del anticuerpo.

La variante del anticuerpo puede comprender alteraciones adicionales, tales como las supresiones o las substitu-
ciones de aminodcidos en la regién hipervariable del anticuerpo en el que se realice la insercién. Esto se muestra en
el ejemplo posterior, en el que la regién hipervariable se modificé mediante substituciones de aminoacidos asi como
inserciones de aminodcidos.

En general, cualquier residuo de aminodcido insertado o péptido insertado necesitard salir de la cadena polipepti-
dica del anticuerpo existente en una posicién residual (x), extenderse hasta un punto suficientemente cercano al sitio
de un nuevo contacto de manera que alguna parte de la cadena lateral del aminoécido o la cadena principal del péptido
puede formar una interaccién, y volver a reintroducirse en la cadena polipeptidica del anticuerpo existente en una
posicién (y) (en la cual y > x en la secuencia lineal).

Es deseable que el residuo de aminodcido o el péptido insertado no perturben significativamente la estructura
del anticuerpo en un sentido global o local, mds alld de las inmediaciones del residuo de aminodacido o del péptido
insertado recientemente. En concreto, el residuo de aminodcido o el péptido insertado preferiblemente no distorsionan
los residuos FR del anticuerpo, o los residuos del anticuerpo o el antigeno implicados en los contactos existentes. Esto
puede evaluarse en un complejo real o modelado.

Si ambos residuos de salida/reintroduccién (x e y) carecen de contactos intramoleculares e intermoleculares signi-
ficativos (es decir, ambos dentro del anticuerpo, y entre el anticuerpo y el antigeno), entonces puede llevarse a cabo
una insercion de aminodcido o péptido mediante la adicién de un segmento de péptido entre los residuos x e y, de-
jando inalterados los residuos x e y. De modo alternativo, uno de los dos o ambos residuos x e y pueden suprimirse y
reemplazarse por un segmento de péptido de mas de 2 residuos.

Con frecuencia, los residuos x e y, y/o residuos intermedios en el anticuerpo parental, pueden estar implicados
en contactos intramoleculares e intermoleculares significativos. En este caso, estas interacciones pueden mantenerse
o reemplazarse con residuos que contribuyen en interacciones similares, a la vez que se permite que un residuo o
péptido insertado salga o se reintroduzca en la cadena. Esto puede llevarse a cabo mediante la substitucién de los dos
residuos x e y y/o residuos intermedios en el anticuerpo parental con residuos aleatorios, los cuales pueden someterse
posteriormente al cribado por afinidad (o al cribado por otras actividades biolégicas) para identificar variantes con
afinidad aumentada.

Este procedimiento sistemadtico se ilustra en la Figura 3, por ejemplo, en la que se identificaron los residuos D41 y
E42 en el antigeno de VEGF como candidatos potenciales para la interaccién con los residuos introducidos en la CDR
H3 del dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo parental.

De este modo, tal y como se ilustra en las Figuras 4 y 5, el D41 del antigeno de VEGF es capaz de formar un
par iénico con el residuo insertado R104c en CDR H3 del anticuerpo variante YO313-2 del Ejemplo posterior. La
Figura 5 muestra ademds cémo el residuo V104 en el anticuerpo variante YO313-2 es capaz de formar una interaccién
hidrofébica con los residuos de 93 a 95 del antigeno de VEGF. De este modo, puede observarse que se identifican las
areas potenciales donde los contactos entre el antigeno y el anticuerpo pueden aumentarse para incrementar la afinidad
de la variante del anticuerpo.

Generalmente, se realizan cambios en regiones hipervariables préximas al antigeno cuando el antigeno y el anti-
cuerpo forman un complejo juntos. Por ejemplo, la regidn hipervariable del anticuerpo parental que puede modificarse
tal y como se describe en la presente invencion generalmente tienen uno o mds residuos de aminodcido dentro de
aproximadamente 20 A de uno o mds residuos de aminodcido del antigeno. La regién hipervariable a alterar en la
presente invencion puede ser una que, en el anticuerpo parental, no realice un contacto significativo con el antigeno
(es decir, una regién hipervariable que no contacte puede ser modificada hasta convertirse en una regién hipervaria-
ble que contacte). De modo preferente, no obstante, la regién hipervariable a modificar contacta con el antigeno y el
procedimiento de la presente invencion sirve para incrementar los contactos entre el antigeno y la region hipervariable
que ya estd en contacto.

En otra realizacién, se pueden identificar los residuos de la region hipervariable que interaccionan con el antigeno
mediante mutagénesis de rastreo de alanina del antigeno y/o el anticuerpo parental (Muller et al. Structure 6(9): 1153-
1167 (1998)) o por otros medios. Las regiones hipervariables identificadas como las que contactan con el antigeno son
candidatas para la insercidn o inserciones de aminodcidos tal y como se describe en la presente invencion.

Las moléculas de dcido nucleico que codifican variantes de secuencias de aminoécidos se preparan mediante una
variedad de procedimientos conocidos en la técnica. Estos procedimientos incluyen, aunque no se limitan a éstos,
la mutagénesis mediada por oligonucleétidos (o dirigida de sitio), mutagénesis de PCR, mutagénesis de cassette de
una variante preparada previamente o una versién no-variante del anticuerpo parental. El procedimiento preferido
para fabricar variantes es la mutagénesis dirigida de sitio (ver, por ejemplo, Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:488 (1985)). Ademads, una secuencia de 4cido nucleico puede fabricarse de forma sintética, una vez se ha alcanzado
conceptualmente la secuencia de aminodcidos deseada. También puede fabricarse la variante del anticuerpo mediante
sintesis de péptidos, unién de péptidos u otros procedimientos.
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Tras la produccién de la variante del anticuerpo, puede determinarse la actividad de esa molécula en relacién con
el anticuerpo parental. Tal y como se ha indicado anteriormente, esto puede implicar la determinacién de la afinidad de
unioén y/o otras actividades bioldgicas del anticuerpo. En una realizacion preferida de la resente invencién, se prepara
un panel de variantes de anticuerpos y se criban por las afinidades de unién por el antigeno y/o la potencia en uno
o mds ensayos de actividad bioldgica. Una o mds de las variantes de anticuerpo seleccionadas de un cribado inicial
se someten opcionalmente a uno o mas ensayos adicionales de actividad bioldgica para confirmar que la variante o
variantes del anticuerpo han aumentado su actividad en mds de un ensayo.

Un procedimiento preferido de fabricacién y cribado de mutantes de insercién implica la expresion de las variantes
del anticuerpo en la superficie del bacteriéfago filamentoso y la seleccién de las variantes del anticuerpo segin su
afinidad por el antigeno, mediante su cinética de disociacion (constante de disociacion) del antigeno, o algunos otros
cribados por la afinidad o potencia del anticuerpo. Este fue el procedimiento empleado para identificar variantes de
anticuerpo con actividad bioldgica aumentada en el Ejemplo posterior.

Aparte de las anteriores inserciones en la regién hipervariable del anticuerpo parental se pueden realizar otras
alteraciones en las secuencias de aminoécidos de una o mas regiones hipervariables. Por ejemplo, las inserciones de
aminodcidos anteriores pueden combinarse con supresiones o sustituciones de otros residuos de la region hipervariable.
Ademads, pueden introducirse una o mds alteraciones (por ejemplo, sustituciones) de residuos de FR en el anticuerpo
parental donde éstas den lugar a un incremento de la afinidad de unidn de la variante del anticuerpo por el antigeno.
Como ejemplos de residuos de la regiéon de estructura a modificar se incluyen aquellos que se unen directamente al
antigeno de manera no covalente (Amit et al. Science 233:747-753 (1986)); los que interaccionan con/efectian la
conformacién de una CDR (Clothoia et al. J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)); y/o los que participan en el punto de
contacto VL - VH (EP 239 400 B1). Dichas alteraciones en las secuencias de aminodcidos pueden presentarse en el
anticuerpo parental, pueden realizarse simultineamente con la insercién o inserciones de aminoacidos de la presente
invencién o pueden realizarse después de generar una variante con una insercién de aminoécido.

Las variantes del anticuerpo pueden ser sometidas a otras modificaciones, a veces dependiendo de la utilidad pre-
vista para el anticuerpo. Tales modificaciones pueden implicar la alteracién adicional de la secuencia de aminodécidos,
la fusién a polipéptido o polipéptidos heterdlogos y/o la modificacién covalente. En cuanto a las alteraciones de las
secuencias de aminodcidos, anteriormente se indicaron modificaciones de ejemplo. Por ejemplo, también puede sus-
tituirse cualquier residuo de cisteina que no esté implicado en el mantenimiento de la conformacién correcta de la
variante del anticuerpo, generalmente por serina, para aumentar la estabilidad oxidativa de la molécula y evitar enla-
ces cruzados aberrantes. En cambio, el enlace o enlaces de cisteina pueden afiadirse al anticuerpo para aumentar su
estabilidad (particularmente cuando el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo tal como un fragmento Fv). Otro tipo
de variante de aminoécido tiene un modelo de glicosilacién alterado. Esto puede conseguirse mediante la supresion
de uno o mds grupos carbohidrato encontrados en el anticuerpo, y/o la adicién de uno o mas sitios de glicosilacién
que no estan presentes en el anticuerpo. La glicosilacidon de anticuerpos es tipicamente mediante unién a N o unién
a O. La unién a N hace referencia a la unién del grupo carbohidrato a la cadena lateral de un residuo de asparagina.
Las secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, en las que la X es cualquier aminodcido
excepto la prolina, son las secuencias de reconocimiento para la unién enzimadtica del grupo carbohidrato a la cadena
lateral de la asparagina. De este modo, la presencia de alguna de estas secuencias tripeptidicas en un polipéptido crea
un potencial sitio de glicosilacién. La glicosilacién por unién a O hace referencia a la unién de uno de los aziicares N-
acetilgalactosamina, galactosa o xilosa a un hidroxiamino4cido, los mds comunes son la serina o la treonina, aunque
también pueden utilizarse la 5-hidroxiprolina o la 5-hidroxilisina. La adicién de sitios de glicosilacién al anticuerpo
se lleva a cabo convenientemente mediante la alteracion de la secuencia de aminodcidos, de manera que ésta contenga
una o mds de las secuencias tripeptidicas descritas anteriormente (para sitios de glicosilaciéon unidos a N). La altera-
cién también puede realizarse mediante la adicion de, o la substitucién por, uno o més residuos de serina o treonina a
la secuencia del anticuerpo original (para sitios de glicosilacién unidos a O).

Las técnicas de produccién de anticuerpos, que pueden ser el anticuerpo parental y por tanto requieren modificacion
segun las técnicas elaboradas en la presente invencidn, son las siguientes:

A. Preparacion de anticuerpos
(i) Preparacion de antigenos

Los antigenos solubles o fragmentos de los mismos, opcionalmente conjugados a otras moléculas, se pueden uti-
lizar como inmunogenes para generar anticuerpos. Para moléculas transmembrana, tales como receptores, se pueden
utilizar fragmentos de éstos (por ejemplo, el dominio extracelular de un receptor) como inmunogen. De modo alter-
nativo, se pueden utilizar células que expresan la molécula transmembrana como inmunogen. Dichas células pueden
derivar de una fuente natural (por ejemplo, lineas de células cancerigenas) o pueden ser células que han sido transfor-
madas mediante técnicas recombinantes para expresar la molécula transmembrana. Otros antigenos y formas de los
mismos ttiles para la preparacion de anticuerpos serdn evidentes para los expertos en la técnica.
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(ii) Anticuerpos policlonales

Los anticuerpos policlonales se desarrollan preferiblemente en animales mediante multiples inyecciones subcuta-
neas (sc) o intraperitoneales (ip) del antigeno pertinente y un adyuvante. Puede ser titil conjugar el antigeno pertinente
a una protefna que es inmunogénica en la especie a inmunizar, por ejemplo, la hemocianina de la lapa californiana,
albimina de suero, tiroglobulina bovina, o inhibidor de tripsina de soja utilizando un agente bifuncional o derivati-
zante, por ejemplo, éster de maleimidobenzoil sulfosuccinimida (conjugacion a través de los residuos de cisterna), N-
hidroxisuccinimida (a través de residuos de lisina), glutaraldehido, anhidrido succinico, SOCIl,, o R'N=C=NR, donde
R y R? son grupos alquilo diferentes.

Los animales se inmunizan contra el antigeno, conjugados inmunogénicos o derivados mediante la combinacion,
por ejemplo de 100 ug o 5 ug de la proteina o conjugado (para conejos o ratones, respectivamente) con 3 volimenes
de adyuvante completo de Freund y la inyeccién de la solucién de manera intradérmica en mdltiples sitios. Un mes
mas tarde los animales son estimulados con 1/5 a 1/10 de la cantidad original de péptido o conjugado en el adyuvante
completo de Freund mediante inyeccién subcutdnea en multiples sitios. De siete a 14 dias después, los animales
sangran y se ensaya el suero para la concentracién de anticuerpos. Los animales se estimulan hasta que la concentracién
es constante. Preferiblemente, los animales se estimulan con el conjugado del mismo antigeno, pero conjugados a una
proteina diferente y/o a través de un reactivo de reticulacion diferente. Los conjugados también se pueden realizar en
cultivos de células recombinantes como fusiones de proteinas. Ademds, se utilizan de manera adecuada agentes de
agregacion, tales como alumbre para aumentar la respuesta inmune.

(iii) Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales se pueden fabricar utilizando el procedimiento del hibridoma descrito por primera
vez por Kohler et al., Nature 256: 495 (1975) o se pueden fabricar mediante procedimientos de ADN recombinante
(Patente de Estados Unidos No. 4.816.567).

En el procedimiento del hibridoma, un ratén u otro animal huésped apropiado, tal como un hamster o mono
macaco, se inmuniza tal como se ha descrito anteriormente para obtener linfocitos que producen o son capaces de
producir anticuerpos que se unirdn especificamente a la proteina utilizada para la inmunizacién. De modo alternativo,
los linfocitos se pueden inmunizar in Vitro. A continuacion, los linfocitos se fusionan con células de mieloma utilizando
un agente de fusién adecuado, tal como polietilenglicol, para formar una célula de hibridoma Goding, Monoclonal
Antibodies: Principles and Practice, Academia Press, (1986), paginas 59-103).

Las células de hibridoma preparadas de esta manera se cultivan y desarrollan en un medio de cultivo adecuado
que preferiblemente contiene una o mds sustancias que inhiben el crecimiento o la supervivencia de las células de
mieloma parentales no fusionadas. Por ejemplo, si las células de mieloma parentales carecen de la enzima hipoxantina
guanina fosforribosiltransferasa (HGPRT o HPRT), el medio de cultivo para los hibridomas incluird habitualmente
hipoxantina, aminopterina y timidina (medio HAT), cuyas sustancias evitan el crecimiento de células deficientes en
HGPRT.

Las células de mieloma preferidas son aquéllas que se fusionan de manera eficaz, soportan un nivel de produccién
a nivel elevado estable de anticuerpo por las células productoras de anticuerpos seleccionadas, y son sensibles a un
medio tal como medio HAT. Entre éstas, las lineas de células de mieloma preferidas son lineas de mieloma murino,
tales como las derivadas de tumores de ratén MOPC-21 y MPC-11 que se pueden obtener del Salk Institute Cell Dis-
tribution Center, San Diego, California Estados Unidos y las células SP-2 o X-63-Ag8-653 que se pueden obtener de la
American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, Estados Unidos. Las lineas celulares de mieloma humano y
heteromieloma de ratén-humano se han descrito para la produccién de anticuerpos monoclonales humanos (Kozbor, J.
Immunol., 133:3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody Production Techniques and Applications, (Marcel
Dekker, Inc., Nueva York, (1987) paginas, 51-63)).

Se ensaya el medio de cultivo en que las células de hibridoma crecen para la produccion de anticuerpos monoclo-
nales dirigidos contra el antigeno. Preferiblemente, la especificidad de unién de anticuerpos monoclonales producidos
por las células de hibridoma se determina mediante inmunoprecipitaciéon o mediante un ensayo de unién in vitro, tal
como radioinmunoensayo (RIA) o ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (ELISA).

Después de identificar las células de hibridoma que producen anticuerpos de la especificidad, afinidad y/o actividad
deseadas, los clones se pueden subclonar limitando los procedimientos de dilucién y se pueden desarrollar mediante
procedimientos estdndar (Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, paginas 59-103 (Academia Press
1986)). Entre los medios de cultivo adecuados para este objetivo se incluyen, por ejemplo, medio D-MEM o RPMI-
1640. Ademads, las células de hibridoma se pueden desarrollar in vivo como tumores de ascitis en un animal.

Los anticuerpos monoclonales secretados por los subclones se separan de forma adecuada del medio de cultivo,
fluido de ascitis o suero mediante procedimientos de purificacion de inmunoglobulina convencionales, tales como,
por ejemplo, proteina A-sefarosa, cromatografia en hidroxilapatito, eletroforesis en gel, didlisis, o cromatografia de
afinidad.
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El ADN que codifica los anticuerpos monoclonales se se aisla facilmente y se secuencia utilizando procedimien-
tos convencionales (por ejemplo, mediante la utilizacién de sondas de oligonucleétidos que son capaces de unirse
especificamente a genes que codifican las cadenas ligeras y pesadas de los anticuerpos monoclonales). Las células de
hibridoma sirven como una fuente preferida de dicho ADN. Una vez aislado, el ADN se puede situar en vectores de
expresion, que a continuacion se transfectan en células huésped, tales como células E. coli, células COS de simio,
células de ovario de hdmster chino (CHO) o células de mieloma que no producen de otro modo proteina de inmuno-
globulina, para obtener la sintesis de anticuerpos monoclonales en las células huésped recombinantes. La produccién
recombinante de anticuerpos se describird con mas detalle a continuacion.

En una realizacién adicional, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos se pueden aislar de bibliotecas de fagos
de anticuerpos utilizando generalmente las técnicas descritas en McCafferty et al., Nature, 348: 552-554 (1990). Cla-
xon et al., Nature, 352: 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991) describen el aislamiento
de anticuerpos murinos y humanos, respectivamente, utilizando bibliotecas de fagos. Publicaciones posteriores descri-
ben la produccion de anticuerpos humanos de afinidad elevada (rango de nM) mediante la recombinacién de cadena
(Marks et al., Bio/Technology, 10: 779-783 (1992)), asi como una infeccién combinatoria y recombinacién in vivo
como estrategia para construir bibliotecas de fagos muy grandes (Waterhouse et al., Nuc. Acids. Res. 21: 2265-2266
(1993)). De este modo, estas técnicas son alternativas viables a las técnicas de hibridoma de anticuerpos monoclonales
para el aislamiento de anticuerpos monoclonales.

El ADN también puede modificarse, por ejemplo, mediante la sustitucion de la secuencia codificante para los
dominios constantes de la cadena pesada y ligera en lugar de las secuencias de murino homélogas (Patente de Estados
Unidos No. 4.816.567; Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81: 6851 (1984)), o mediante union covalente a la
secuencia codificante de inmunoglobulina de toda o parte de la secuencia codificante para un polipéptido que no son
inmunoglobulinas.

Habitualmente, dichos polipéptidos que no son inmunoglobulinas estdn sustituidos por los dominios constantes de
un anticuerpo, o estan sustituidos por los dominios variables de un sitio de combinacién a antigeno de un anticuerpo
para crear un anticuerpo bivalente quimérico que comprende un sitio de combinacién a antigeno que tiene especificidad
por un antigeno y otro sitio de combinacién a antigeno que tiene especificidad por un antigeno diferente.

(iv) Anticuerpos humanizados y humanos

Un anticuerpo humanizado tiene uno o mas residuos de aminodcido introducidos en el mismo de un origen que es
no humano. Estos residuos de aminodcido no humanos se indican frecuentemente como residuos “importados”, que
se adquieren habitualmente de un dominio variable “importado”. La humanizacién se puede realizar esencialmente
siguiendo el procedimiento de Winter y colaboradores (Jones et al., Nature, 321: 522-525 (1986); Riechmann et al.,
Nature, 332: 323-327 (1988); Verhoeyen et al., Science, 239: 1534-1536 (1988)), mediante la sustitucion de CDRs
o secuencias de CDR de roedor por las correspondientes secuencias de un anticuerpo humano. Por consiguiente,
dichos anticuerpos “humanizados” son anticuerpos quiméricos (Patente de Estados Unidos No. 4.816.567), en los que
sustancialmente menos de un dominio variable intacto humano ha sido sustituido por la secuencia correspondiente de
una especie no humana. En la prictica, los anticuerpos humanizados son habitualmente anticuerpos humanos en los
que algunos residuos de CDR y posiblemente algunos residuos de FR se sustituyen por residuos de sitios andlogos en
anticuerpos de roedores.

La eleccion de dominios variables humanos, tanto ligeros como pesados, a utilizar en la fabricacion de anticuerpos
humanizados es muy importante para reducir la antigenicidad. Segun el procedimiento denominado “mejor ajuste”, la
secuencia del dominio variable de un anticuerpo de roedor se criba contra toda la biblioteca de secuencias humanas
de dominio variable conocidas. La secuencia humana que estd mas préxima a la del roedor se acepta entonces como
la FR humana para el anticuerpo humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151: 2296 (1993); Chothia et al., J. Mol.
Biol., 196: 901 (1987)). Otro procedimiento utiliza una FR particular derivada de la secuencia de consenso de todos
los anticuerpos humanos de un subgrupo particular de cadenas ligeras o pesdas. La misma FR se puede utilizar para
varios anticuerpos humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 4285 (1992); Presta et al., J.
Immunol., 151: 2623 (1993)).

Es mds importante que los anticuerpos se humanicen manteniendo la afinidad elevada por el antigeno y otras pro-
piedades bioldgicas favorables. Para conseguir este objetivo, seglin un procedimiento preferido, los anticuerpos hu-
manizados se preparan mediante un proceso de andlisis de las secuencias parentales y varios productos conceptuiales
humanizados utilizando modelos tridimensionales de las secuencias parentales y humanizadas. Los modelos tridimen-
sionales de inmunoglobulinas estds disponibles habitualmente y son familiares para los expertos en la materia. Hay
disponibles programas informéticos que ilustran y muestran probables estructuras conformacionales tridimensionales
de secuencias de inmunoglobulinas candidatas seleccionadas. El examen de estas observaciones permite el andlisis
del probable papel de los residuos en el funcionamiento de la secuencia de inmunoglobulina candidata, es decir, el
analisis de residuos que influencian en la capacidad de la inmunoglobulina candidata para unirse a su antigeno. De
esta manera, los residuos FR se pueden seleccionar y combinar a partir de las secuencias del receptor y importador, de
manera que se consigue la caracteristica deseada del anticuerpo, tal como la mayor afinidad por el antigeno o antigenos
diana. En general, los residuos de CDR estdn directamente y mds sutancialmente implicados en la influencia sobre la
unién a antigeno.
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De modo alternativo, ahora es posible producir animales transgénicos no humanos (por ejemplo, ratones), que
son capaces, después de inmunizacién, de producir un completo repertorio de anticuerpos humanos en ausencia de
la produccién de inmunoglobulina endégena. Por ejemplo, se ha descrito que la supresiéon homocigética del gen de
la region de unién (Jy) de la cadena pesada del anticuerpo en ratones quiméricos y mutantes en la linea germinal
da lugar a la inhibicién completa de la produccién de anticuerpos endégenos. La transferencia del grupo de genes
de inmunoglobulina de la linea germinal humana en dichos ratones mutantes en la linea germinal dard lugar a la
produccion de anticuerpos humanos después de la estimulacién de los antigenos. Véase, por ejemplo, Jakobovits et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993); Jakobovits et al., Nature, 362: 255-258 (1993); Bruggermann et al.,
Year in Immuno., 7: 33 (1993); y Duchosal et al., Nature 355: 258 (1992). Los anticuerpos también puede derivar de
bibliotecas de expresién de fagos (Hoogenboom ef al., J. Mol. Biol. 227:381 (1991); MArks et al., J. Mol. Biol., 222:
591-597 (1991); Vaughan et al., Nature Biotech 14: 309 (1996)).

(v) Fragmentos de anticuerpos

Se han desarrollado varias técnicas para la produccion de fragmentos de anticuerpos. Habitualmente, estos frag-
mentos derivaron a través de la digestion proteolitica de anticuerpos intactos (véase, por ejemplo, Morimoto et al.,
Journal of Biochemical and Biophysical Methodas 24: 107-117 (19921 y Brennan et al., Science 229:81 (1985)). Sin
embargo, estos fragmentos se pueden producir ahora directamente mediante células huésped recombinantes. Por ejem-
plo, los fragmentos de anticuerpos se pueden aislar de las bibliotecas de fagos de anticuerpos descritas anteriormente.
De modo alternativo, los fragmentos Fab’-SH se pueden recuperar directamente de E. coli y se pueden acoplar quimi-
camente para formar fragmentos de F(ab’), (Carter et al., Bio/Technology 10:163-167 (1992)). Segtin otra estrategia,
los fragmentos F(ab’), se pueden aislar directamente de una cultivo de células huésped recombinantes. Otras técnicas
para la produccién de fragmentos de anticuerpos serdn evidentes para el técnico habitual. En otras realizaciones, el
anticuerpo de eleccién es un fragmento de Fv de cadena tdnica (scFv). Véase WO 93/16185.

(vi) Anticuerpos multiespecificos

Los anticuerpos multiespecificos tienen especificidades de unién durante por lo menos dos antigenos diferen-
tes. Mientras dichas moléculas sélo se unirdn normalmente a dos antigenos (es decir, anticuerpos biespecificos,
BsAbs), anticuerpos con especificidades adicionales, tales como anticuerpos triespecificos, estin comprendidos por
esta expresion cuando se utiliza en la presente invencion. Entre los ejemplos de BsAbs se incluyen aquellos con
un brazo dirigido contra un antigeno de célula tumoral y el otro brazo dirigido contra una molécula desencade-
nante citotoxica, tal como anti-FcyRI/anti-CD15, anti-p185HER2/FcyRIII (CD16), anti-CD3/anti-célula B maligna
(1D10), anti-CD3/anti-P185HER?2, anti-CD3/anti-p97, anti-CD3/anti-carcinoma de células renales, anti-CD3/anti-
OVCAR-3, anti-CD3/L-D1 (anti-carcinoma de colon), anti-CD3/anti andlogo de la hormona estimuladora de me-
lanocitos, anti-receptor EGF/anti-CD3, anti-cD3/anti-CAMA1, anti-CD3/anti-CD19, anti-CD3/MoV 18, anti-molé-
cula de adhesién a células neuronales (NCAM)/anti-CD3, anti-proteina de unién a folato (FBP)/anti-CD3, anti-
antigeno asociado a carcinoma de “pan” (AMOC-31)/anti-CD3; BsAbs con un brazo que se une especificamen-
te a un antigeno de tumor y un brazo que une a una toxina, tal como anti-saporina/anti-Id-1, anti-CD22/anti-sa-
porina, anti-CD7/anti-saporina, anti-CD38/anti-saporina, anti-CEA/anti-cadena A de ricina, anti-CEA/anti-alcaloi-
de vinca; BsAbs para convertir profirmacos activados por enzimas tales como anti-CD30/anti-fosfatasa alcalina
(que cataliza la conversidon del profarmaco fosfato de mitomicina a alcohol de mitomicina); BsAbs que se pue-
den utilizar como agentes fibrinoliticos tales como anti-fibrina/anti-activador de plasmindgeno tisular (tPA), anti-
fibrina/anti-activador de plasmindgeno de tipo uroquinasa (uPA); BsAbs para dirigir complejos inmunes a los re-
ceptores de la superficie celular tales como anti-lipoproteina de baja densidad (LDL)/anti-receptor Fc (por ejemplo,
FcyRI, FcyRII o FcyRIII); BsAbs para su uso en terapia de enfermedades infecciosas tales como anti-CD3/anti-vi-
rus del herpes simplex (HSV), anti-complejo de receptor de células T:CD3/antigripe, anti-FcyR/anti-VIH; BsAbs
para la deteccidon de tumores in vitro o in vivo tales como anti-CEA/anti-EOTUBE, anti-CEA/anti-DPTA, anti-
p185HER?2/anti-hapteno; BsAbs como adyuvantes de vacunas; y BsAbs como herramientas de diagndstico tales co-
mo anti-IgG de conejo/anti-ferritina, anti-peroxidasa de rdbano picante (HRP)/anti-hormona, anti-somatostatina/anti-
sustancia P, anti-HRP/anti-FITC. Entre los ejemplos de anticuerpos triespecificos se incluyen anti-CD3/anti-CD4/anti-
CD37, anti-CD3/anti-CD5/anti-CD37 y anti-CD3/anti-CD8/anti-CD37. Los anticuerpos biespecificos se pueden pre-
parar como anticuerpos de longitud completa o fragmentos de anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos
F(ab’),.

Los procedimientos para fabricar anticuerpos biespecificos son conocidos en la técnica. La produccién habitual
de anticuerpos biespecificos de longitud completa se basa en la coexpresion de dos parejas de cadena pesada/cadena
ligera de inmunoglobulina, en las que las dos cadenas tienen especificidades diferentes (Millstein et al., Nature, 305:
537-539 (1983)). Debido a la variedad aleatoria de cadenas pesadas y ligeras de la inmunoglobulina, estos hibridomas
(cuadromas) producen una mezcla potencial de diez moléculas diferentes de anticuerpos, de las cuales s6lo una tiene la
estructura biespecifica correcta. La purificacién de la molécula correcta, que se realiza habitualmente mediante etapas
de cromatografia de afinidad, es bastante incomoda, y los rendimientos del producto son bajos. En WO 93/08829, y
en Traunecker et al., EMBO J., 10: 3655-3659 (1991) se describen procedimientos similares.

Segin una estrategia diferente, los dominios variables de anticuerpo con las especificidades de unién deseadas
(sitios de combinacién anticuerpo-antigeno) se fusionan a secuencias de dominios constantes de inmunoglobulinas.
La fusién preferiblemente es con un dominio constante de cadena pesada de inmunoglobulina, que comprende por lo
menos parte de la bisagra, CH2, y regiones CH3. Se prefiere tener la primera regién constante de cadena pesada (CH1)
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que contiene el sitio necesario para la unién a cadena ligera presente en por lo menos una de las fusiones. Los ADNs
que codifican las fusiones de cadena pesada de inmunoglobulina y, si se desea, la cadena ligera de inmunoglobulina, se
insertan en vectores de expresion separados, y se cotransfectan en un organismo huésped adecuado. Esto proporciona
una gran flexibilidad en el ajuste de las proporciones mutuas de los tres fragmentos de polipéptidos en realizacio-
nes cuando proporciones desiguales de las tres cadenas de polipéptidos utilizadas en la construccién proporcionan
rendimientos 6ptimos. Sin embargo es posible insertar las secuencias codificantes para dos o las tres cadenas de poli-
péptidos en un vector de expresion cuando la expresion de por lo menos dos cadenas de polipéptidos en proporciones
iguales da lugar a rendimientos elevados o cuando las proporciones no tienen una particular importancia.

En una realizacion preferida de esta estrategia, los anticuerpos biespecificos estdn compuestos de una cadena pesa-
da de una inmunoglobulina hibrida con una primera especificidad de unién en un brazo, y una pareja cadena pesada-
cadena ligera de inmunoglobulina hibrida (que proporciona una segunda especificidad de unién) en el otro brazo.
Se observo que esta estructura asimétrica facilita la separacion del compuesto biespecifico deseado de combinacio-
nes de cadena inmunoglobulina no deseadas, ya que la presencia de una cadena ligera de inmunoglobulina en sélo
una mitad de la molécula biespecifica proporciona una manera sencilla de separacién. Esta estrategia se describe en
WO 94/04690. Para mds detalles sobre la generacion de anticuerpos biespecificos, véase, por ejemplo, Suresh et al.,
Methods in Enzymology, 121:210 (1986).

Segln otra estrategia descrita en WO 96/27011, se puede disefiar la interfase entre una pareja de moléculas de
anticuerpos para maximizar el porcentaje de heterodimeros que se recuperan del cultivo de células recombinantes. La
interfase preferida comprende por lo menos una parte del dominio de CH3 de un dominio constante de anticuerpo.
En este procedimiento, una o mas cadenas laterales pequefias de aminoécidos de la interfase de la primera molécula
de anticuerpo se sustituyen por cadenas laterales mayores (por ejemplo, tirosina o triptéfano). Las “cavidades” com-
pensatorias de tamafio similar o idéntico a la cadena o cadenas laterales grandes se crean en la interfase de la segunda
molécula de anticuerpo mediante la sustitucién de cadenas laterales grandes de aminoécidos por mds pequeiias (por
ejemplo, alanina o treonina). Esto proporciona un mecanismo para aumentar el rendimiento del heterodimero sobre
otros productos finales no deseados, tales como homodimeros.

Los anticuerpos biespecificos incluyen anticuerpos reticulados o “heteroconjugados”. Por ejemplo, uno de los an-
ticuerpos en el heteroconjugado puede estar acoplado a avidita, el otro a biotina. Dichos anticuerpos se han propuesto,
por ejemplo, para dirigir células del sistema inmune a células no deseadas (Patente de Estados Unidos No. 4.676.980) y
para el tratamiento de la infeccion por VIH (WO 91/00360, WO 92/300373, y EP 03089). Los anticuerpos heterocon-
jugados se pueden fabricar utilizando cualquier procedimiento de reticulaciéon. Los agentes de reticulacién adecuados
son bien conocidos en la técnica y se describen en la Patente de Estados Unidos No. 4.676.980, junto con una serie de
técnicas de reticulacion.

Las técnicas para generar anticuerpos biespecificos a partir de fragmentos de anticuerpos se han descrito en la
literatura. Por ejemplo, los anticuerpos biespecificos se pueden preparar utilizando uniones quimicas. Brennan et al.,
Science 229:81 (1985) describen un procedimiento en el que los anticuerpos intactos se dividen proteoliticamente para
generar fragmentos F(ab’),. Estos fragmentos se reducen en presencia del agente complejante de ditiol, arsenito sédico,
para estabilizar los ditioles vecinales y evitar la formacién de disulfuro intermolecular. A continuacién, los fragmentos
Fab’ generados se convierten en derivados de tionitrobenzoato (TNB). A continuacién, uno de los derivados de Fab’-
TNB se reconvierten al Fab’-tiol mediante la reduccién con mercaptoetilamina y se mezcla con una cantidad equimolar
del otro derivado de Fab’-TNB para formar el anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos biespecificos producidos se
pueden utilizar como agentes para la inmovilizacién selectiva de enzimas.

El progreso reciente ha facilitado la recuperacién directa de fragmentos de Fab’-SH de E. coli, los cuales se pueden
acoplar quimicamente para formar anticuerpos biespecificos. Shalaby et al., J. Exp. Med. 175: 217-225 (1992) descri-
ben la produccién de una molécula de anticuerpo biespecifico totalmente humanizado F(ab’),. Cada fragmento de Fab’
se secretd por separado de E. coli y se sometié a un acoplamiento quimico dirigido in vitro para formar el anticuerpo
biespecifico. El anticuerpo biespecifico formado de esta manera era capaz de unirse a células que sobreexpresan el
receptor ErbB2 y las células T humanas normales, asi como desencadenar la actividad litica de linfocitos citotéxicos
humanos contra tumores de mama humana dianas.

Se han descrito también varias técnicas para fabricar y aislar fragmentos de anticuerpos biespecificos directamente
de cultivos de células recombinantes. Por ejemplo, se han producido anticuerpos biespecificos utilizando cremalleras
de leucina. Kostelny et al., J. Immunol. 148(5): 1547-1553 (1992). Los péptidos cremallera de leucina de las proteinas
Fos y Jun se unieron a las partes de Fab’ de dos anticuerpos diferentes mediante fusién génica. Los homodimeros del
anticuerpo se redujeron en la region bisagra para formar monémeros y, a continuacion, se reoxidaron para formar los
heterodimeros del anticuerpo. Este procedimiento también se puede utilizar para la produccién de homodimeros de
anticuerpo. La tecnologia de “diabody” descrita por Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993)
ha proporcionado un mecanismo alternativo para fabricar fragmentos de anticuerpos biespecificos. Los fragmentos
comprenden un dominio variable de cadena pesada (Vy) conectado a un dominio variable de cadena ligera (V)
mediante un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma
cadena. Por consiguiente, los dominios Vy; y Vi de un fragmento son forzados a emparejarse con los dominios Vi
y Vu complementarios de otro fragmento, formando asi dos sitios de unién a antigeno. También se ha descrito otra
estrategia para fabricar fragmentos de anticuerpos biespecificos mediante la utilizaciéon de dimeros de Fv de cadena
unica (sFv). Véase Gruber ef al., J. Immunol. 152:5368 (1994).
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Se contemplan anticuerpos con mas de dos valencias. Por ejemplo, se pueden preparar anticuerpos triespecificos.
Tutt et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

(vii) Diserio de la funcion efectora

Se puede desear modificar el anticuerpo de la presente invencion con respecto a la funcién efectora con el fin
de aumentar, por ejemplo, la eficacia del anticuerpo en el tratamiento del cancer. Por ejemplo, el residuo o residuos
de cisteina se pueden introducir en la region Fc, permitiendo de esta manera la formacién de enlaces disulfuro entre
cadenas en esta region. El anticuerpo homodimérico generado de esta manera puede mejorar la capacidad de interna-
lizacién y/o incrementar la citélisis mediada por el complemento y la citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo
(ADCC). Véase Caron et al., J. Exp. Med., 176: 1191-1195 (1992) y Shopes, J. Immunol., 148: 2918-2922 (1992). Los
anticuerpos homodiméricos con una mayor actividad anti-tumoral también se pueden preparar utilizando reticuladores
heterobifuncionales tal y como se describe en Wolf et al. Cancer Research, 53: 2560-2565 (1993). Alternativamente,
se puede disefiar un anticuerpo para que tenga regiones Fc duales y, de esta manera, pueda aumentar la lisis comple-
mentaria y las capacidades de ADCC. Véase, Stevenson et al., Anti-Cancer Drug Design, 3:219-230 (1989).

(viii) Inmunoconjugados

La presente invencién también se refiere a inmunoconjugados que comprenden el anticuerpo descrito en la presente
invencion conjugado a un agente citotoxico, tal como un agente quimioterapéutico, toxina (por ejemplo, una toxina
enzimdticamente activa de origen bacteriano, flingico, vegetal o animal, o fragmentos de loa misma), o un is6topo
radioactivo (es decir, radioconjugados).

Los agentes quimioterapéuticos ttiles para la generacién de dichos inmunoconjugados se han descrito anteriormen-
te. Entre las toxinas enzimdticamente activas y fragmentos de las mismas que se pueden utilizar se incluyen la cadena
A de difteria, fragmentos activos no enlazantes de la toxina de la difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas
aeruginosa), cadena A de ricina, cadena A de abrina, cadena A de modeccina, alfa-sarcina, proteinas de Aleurites
fordii, proteinas de diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIL, y PAPS), inhibidor de momordica cha-
rantia, curcina, crotina, inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina, fenomicina, enomicina,
y los tricotecenos. Existe un conjunto de radiontcleos disponibles para la produccién de anticuerpos radioconjugados.
Algunos ejemplos incluyen *'*Bi, *'T, *'In, *°Y yRe.

Los conjugados del anticuerpo y el agente citotéxico se fabrican utilizando un conjunto de agentes bifuncionales
acopladores de proteinas, tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditiol)propionato (SPDP), iminotiolano (IT), deriva-
dos bifuncionales de imidoésteres (tales como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil
suberato), aldehidos (tales como glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis(p-azidobenzoil)hexanodiami-
na), derivados de bis-diazonio (tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como toluen
2,6-diisocianato) y compuestos de flior bis-activos (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, una
inmunotoxina de ricina se puede preparar tal y como se describe en Vitetta et al., Science, 238: 1098 (1987). El 4ci-
do 1-isotiocianatobencil-3-metildietilen triaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un ejemplo de
agente quelante para la conjugacién de radionticleos al anticuerpo. Ver W094/11026.

En otra realizacidn, el anticuerpo se puede conjugar a un “receptor” (tal como estreptavidina) para la utilizacién en
el premarcado de tumores en los que el conjugado anticuerpo-receptor se administra al paciente, seguido de la elimina-
cién de conjugado no enlazado de la circulacién utilizando un agente clarificador y, a continuacién, la administracién
de un “ligando” (por ejemplo, avidina) que se conjuga a un agente citotéxico (por ejemplo, un radionticleo).

(ix) Inmunoliposomas

Las variantes de anticuerpo descritas en la presente invencién también se pueden formular como inmunoliposomas.
Los liposomas que contienen el anticuerpo se preparan mediante procedimientos conocidos en la técnica, tales como
los descritos en Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82: 3688 (1985); Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA,
77: 4030 (1980); y las Patentes de Estados Unidos Nos. 4.485.045 y 4.544.545. Los liposomas con un mayor tiempo
de circulacién se describen en la Patente de Estados Unidos No. 5.013.556.

Se pueden generar liposomas particularmente ttiles mediante el procedimiento de evaporacién de fase inversa
con una composicion lipidica que comprende fosfatidilcolina, colesterol, y fosfatidiletanolamina derivada de PEG
(PEG-PE). Los liposomas se extruyen a través de filtros de tamafio de poro definido para obtener liposomas con el
didmetro deseado. Los fragmentos Fab’ del anticuerpo de la presente invencion se pueden conjugar a los liposomas
tal y como se describe en Martin et al., J. Biol. Chem., 257: 286-288 (1982) mediante la reaccién de intercambio de
enlaces disulfuro. Opcionalmente, el liposoma contiene un agente quimioterapéutico (tal como Doxorubicina). Véase
Gabizon et al., J. Nacional Cancer Inst., 81(19): 1484 (1989).
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(X) Terapia con profarmacos mediada por enzimas dependientes de anticuerpos (ADEPT)

El anticuerpo de la presente invencién también se puede utilizar en ADEPT mediante la conjugacidon del anticuer-
po a un enzima activador de profirmacos que convierte un profirmaco (por ejemplo, un agente quimioterapéutico
peptidilo, véase WO 81/01145) a un farmaco anticancerigeno activo. Véase, por ejemplo, WO88/07378 y la Patente
de Estados Unidos No. 4.965.278.

El componente enzima del inmnoconjugado itil para ADEPT incluye cualquier enzima capaz de actuar sobre un
profarmaco de tal manera que lo convierte en su forma citotéxica més activa.

Entre los enzimas que son ttiles en el procedimiento de la presente invencion se incluyen, pero no se limitan a,
fosfatasa alcalina 1til para convertir profarmacos que contienen fosfato en farmacos libres; srilsulfatasa ttil para con-
vertir profdrmacos que contienen sulfato en farmacos libres; citosina desaminasa util para convertir S-fluorocitosina no
toxica en el formaco anticancerigeno, 5-fluorouacilo; proteasas, tales como serratia proteasa, termolisina, subtilisina,
carboxipeptidasas y catepsinas (tales como catepsinas B y L), que son ttiles para convertir profirmacos que contienen
péptidos en farmacos libres; D-alanilcarboxipeptidasas, ttiles para convertir profdrmacos que contienen sustituyentes
de D-aminodcidos; enzimas divisores de carbohidratos, tales como beta-galactosidasa y neuraminidasa (til para con-
vertir profarmacos glicosilados en farmacos libres; beta-lactamasa util para convertir farmacos derivados con beta-
lactamas en farmacos libres; y penicilina amidasas, tales como penicilina V amidasa o penicilina G amidasa, ttiles
para convertir firmacos derivados en sus nitrégenos amina con grupos fenoxiacetilo o fenilacetilo, respectivamente,
en farmacos libres. De modo alternativo, los anticuerpos con actividad enzimética, también conocidos en la técnica
como “abzimas”, se pueden utilizar para convertir los profdrmacos de la presente invencién en farmacos activos libres
(véase, por ejemplo, Massey, Nature 328: 457-458 (1987)). Los conjugados anticuerpo-abzima se pueden preparar tal
como se describe en la presente invencion para la liberacién del abisma en una poblacién de células tumorales.

Los enzimas de la presente invencién se puede unir covalentemente a la variante de anticuerpo mediante técnicas
bien conocidas en el sector, tales como la utilizacion de los reactivos de reticulacion heterobifuncionales descritos
anteriormente. De modo alternativo, las proteinas de fusiéon que comprenden por lo menos la regién de unién a antigeno
de un anticuerpo de la presente invencién unido a por lo menos una parte funcionalmente activa de un enzima de la
presente invencion se pueden construir utilizando técnicas de ADN recombinante bien conocidas en el sector (véase,
por ejemplo, Neuberger et al., Nature, 312: 604-608 (1984)).

(xi) Fusiones de epitopos de union a receptor de rescate de anticuerpos

En ciertas realizaciones de la presente invencion, se puede desear utilizar un fragmento de anticuerpo, en lugar de
un anticuerpo intacto, para aumentar la penetracion en el tumor, por ejemplo. En este caso, se puede desear modificar
el fragmento de anticuerpo con el fin de aumentar su vida media en el suero. Esto se puede conseguir, por ejemplo,
mediante la incorporacién de un epitopo de unién a receptor de rescate en el fragmento de anticuerpo (por ejemplo,
mediante la mutacién de la regién apropiada en el fragmento de anticuerpo o mediante la incorporacién del epitopo
en una etiqueta (“tag”) epitopo que, a continuacioén, se fusiona al fragmento de anticuerpo en cualquier extremo o en
el centro, por ejemplo, mediante sintesis de ADN o péptidos).

El epitopo de unién a receptor de rescate preferiblemente constituye una regioén en la que uno o mas residuos de
aminodcido de uno o dos bucles de un dominio Fc se transfieren a una posicién andloga del fragmento de anticuerpo.
Incluso mas preferiblemente, se transfieren tres o mds residuos de uno o dos bucles del dominio Fc. Aun mas prefe-
riblemente, el epitopo se toma del dominio CH2 de la regién Fc (por ejemplo de una IgG) y se transfiere a la regién
CHI1, CH3 o Vy, o més de una de dichas regiones, del anticuerpo. De modo alternativo, el epitopo se toma del dominio
CH2 de la regién Fc y se transfiere a la regién C,. o la regién Vi, o ambas, del fragmento de anticuerpo. Véase, por
ejemplo, la Patente de Estados Unidos 5.739.277, concedida el 14 de abril de 1998.

(xii) Modificaciones covalentes

Las modificaciones covalentes del anticuerpo estdn incluidas en el alcance de la presente invencién. Se pueden
realizar mediante sintesis quimica o mediante divisién enzimdtica o quimica del anticuerpo, si es aplicable. Otros
tipos de modificaciones covalentes del anticuerpo se introducen en la molécula mediante la reaccién de los residuos
de amino4cido dirigidos del anticuerpo con un agente derivatizante orgdnico que es capaz de reaccionar con cadenas
laterales seleccionadas o los residuos N o C terminales.

La eliminacién de grupos carbohidrato presentes en el anticuerpo se puede realizar quimica o enzimdticamente.
La desglicosilaciéon quimica requiere la exposicion del anticuerpo al compuesto 4cido trifluorometanosulfénico, o un
compuesto equivalente. Este tratamiento da lugar a la divisién de la mayoria o todos los aziicares a excepcion del
azicar de unién (N-acetilglucosamina o N-acetilgalactosamina), mientras se deja el anticuerpo intacto. La desgli-
cosilacién quimica se describe en Hakimuddin, et. al. Arch. Biochem. Biophys., 259:52 (1987) y Edge, et al. Anal.
Biochem., 118:131 (1981). La divisién enzimatica de grupos carbohidrato en anticuerpos se puede conseguir mediante
la utilizacién de un conjunto de endo- y exoglicosidasas tal y como se describe en Thotakura et al. Meth. Enzymol.,
138:350 (1987).
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Otro tipo de modificacién covalente del anticuerpo comprende la unién del anticuerpo a uno del conjunto de po-
limeros no proteindceos, por ejemplo, polietilenglicol, polipropilenglicol o polioxialquilenos, de la forma establecida
en las Patentes de Estados Unidos Nos: 4.640.835; 4.496.689; 4.301.144; 4.670.417; 4.791.192 6 4.179.337.

B. Vectores, células huésped y procedimientos recombinantes

La presente invencién también proporciona dcido nucleico aislado que codifica una variante de anticuerpo tal
como se describe en la presente invencidn, vectores y células huésped que comprenden el dcido nucleico, y técnicas
recombinantes para la produccién de la variante del anticuerpo.

Para la produccién recombinante de la variante del anticuerpo, el dcido nucleico que lo codifica se aisla y se inserta
en un vector replicable para la posterior clonacién (amplificaciéon del ADN) o para la expresion. E1 ADN que codifica
la variante del anticuerpo monoclonal se aisla facilmente y se secuencia utilizando procedimientos convencionales
(por ejemplo, mediante la utilizaciéon de sondas de oligonucleétidos que son capaces de unirse especificamente a
genes que codifican las cadenas pesada y ligera de la variante del anticuerpo). Existen muchos vectores disponibles.
Los componentes del vector en general incluyen, pero no se limitan a, uno o més de los siguientes: una secuencia
sefial, un origen de replicacién, uno o mds genes marcadores, un elemento potenciador, un promotor, y una secuencia
de terminacidn de transcripcion.

(1) Componente secuencia seiial

La variante de anticuerpo de la presente invencion se puede producir recombinantemente no sélo directamente, sino
también como un polipéptido de fusién con un polipéptido heterdlogo, que es preferiblemente una secuencia sefial u
otro polipéptido que tiene un sitio de divisién especifica en el extremo N-terminal de la proteina o polipéptido maduro.
La secuencia sefial heterdloga seleccionada preferiblemente es aquella que es reconocida y procesada (es decir, es
dividida mediante una sefial peptidasa) por la célula huésped. Para células huésped procariotas que no reconocen y
procesan la secuencia sefial del anticuerpo natural, la secuencia sefial es sustituida por una secuencia sefial procariota
seleccionada, por ejemplo, del grupo de las secuencias lider de fosfatasa alcalina, penicilinasa, Ipp o enterotoxinall
estable térmicamente. Para la secrecion en levaduras, la secuencia sefial natural puede ser sustituida por, por ejemplo,
la secuencia lider de la invertasa de levadura, la secuencia lider del factor alfa (incluyendo secuencias lider de a-factor
Saccharomyces 'y Kluyveromyces), o secuencia lider de fosfatasa dcida, la secuencia lider de C. Albicans glucoamilasa
o la sefial descrita en WO 90/13646. En la expresion de células de mamiferos, estdn disponibles las secuencias sefial
de mamiferos, asi como las secuencias lider secretoras virales, por ejemplo, la sefial de herpes simplex gD.

El ADN para dicha region precursora estd unida en el marco de lectura al ADN que codifica la variante de anti-
cuerpo.

(ii) Componente origen de replicacion

Ambos vectores de expresion y clonacion contienen una secuencia de dcidos nucleicos que permite la replicacién
del vector en una o mds células huésped seleccionadas. En general, en vectores de clonacidn, esta secuencia es la
que permite que el vector se replique independientemente del ADN cromosémico del huésped, e incluye origenes de
replicacién o secuencias de replicacién auténomas. Dichas secuencias son conocidas para un conjunto de bacterias,
levadura, y virus. El origen de replicacion del pldsmido pBR322 es adecuado para la mayoria de bacterias gram-nega-
tivas, el origen del plasmido 2u es adecuado para la levadura, y varios origenes virales (SV40, polioma, adenovirus,
VSV o BPV) son titiles para vectores de clonacién en células de mamiferos. En general, el componente origen de
replicacién no es necesario para vectores de expresiéon de mamiferos (el origen SV40 se puede utilizar habitualmente
s6lo porque contiene el promotor temprano).

(iii) Componente gen de seleccion

Los vectores de clonacién y expresion pueden contener un gen de seleccion, también denominado como marcador
seleccionable. Los genes de seleccion habituales codifican proteinas que (a) confieren resistencia a antibiéticos u otras
toxinas, por ejemplo, ampicilina, neomicina, metotrexato o tetraciclina, (b) complementan las deficiencias auxotré-
ficas, o (c) suministran nutrientes criticos no disponibles del medio complejo, por ejemplo, el gen que codifica D-
alanina racemasa para Bacilli.

Un ejemplo de un esquema de seleccion utiliza un farmaco para detener el crecimiento de una célula huésped.
Aquellas células que se transforman de manera satisfactoria con un gen heterélogo producen una proteina que confiere
resistencia al farmaco y, de este modo, sobreviven a la pauta de seleccién. Ejemplos de dicha seleccién dominante
utilizan los farmacos neomicina, dcido micofendlico e higromicina.

Otro ejemplo de marcadores seleccionables adecuados para células de mamiferos son aquéllos que permiten la
identificacién de células competentes para captar el dcido nucleico que codifica el anticuerpo, tal como DHFR, timidina
quinasa, metalotioneina I y II, preferiblemente genes de metalotioneina de primate, adenosina desaminasa, ornitina
descarboxilasa, etc.
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Por ejemplo, las células transformadas con el gen de seleccién de DHFR se identifican en primer lugar mediante el
cultivo de todos los transformantes en un medio cultivo que contiene metotrexato (Mtx), un antagonista competitivo
de DHFR. Una célula huésped apropiada cuando se utiliza DHFR natural es la linea celular de ovario de hdmster chino
(CHO) en actividad de DHFR.

De modo alternativo, las células huésped (particularmente huéspedes naturales que contienen la DHFR enddgena)
transformadas o cotransformadas con secuencias de ADN que codifican el anticuerpo, proteina DHFR natural, y otro
marcador seleccionable, tal como aminoglicésido 3’-fosfotransferasa (APH) se pueden seleccionar mediante el creci-
miento celular en medio que contiene un agente de seleccion para el marcador seleccionable, tal como un antibiético
aminoglicosidico, por ejemplo, kanamicina, neomicina, o G418. Véase, la Patente de Estados Unidos No. 4.965.199.

Un gen de seleccién adecuado para su utilizacion en la levadura es el gen trpl presente en el pldsmido de la le-
vadura YRp7 (Stinchcomb et al., Nature, 282:39 (1979). El gen trpl proporciona un marcador de seleccién para una
cepa mutante de levadura que carece de la capacidad de crecer en triptéfano, por ejemplo, ATCC No. 44076 o PEP4-
1 (Jones, Genetics, 85:12 (1977)). La presencia de la lesién de trpl en el genoma de la célula huésped de levadura
proporciona entonces un medio adecuado para detectar la transformacién mediante crecimiento en ausencia de trip-
téfano. De manera similar, las cepas de levadura deficientes en Leu2 (ATCC 20.622 o 38.626) son complementadsas
por cepas conocidas que portan el gen Leu?2.

Ademés, los vectores derivados del plasmido circular de 1,6 um pKD1 se puede utilizar para la transformacion de
levaduras Kluyveromyces. De modo alternativo, se describid para K. lactis un sistema de expresion para la produccién
a gran escala de quimosina de ternera recombinante. Van den Berg, Biol/Technology, 8: 135 (1990). También se
han descrito vectores de expresion multicopia estables para la secrecién de albumina de suero humano recombinante
maduro por cepas industriales de Kluyveromyces. Fleer et al., Bio/Technology, 9: 968-975 (1991).

(iv) Componente promotor

Los vectores de clonacién y expresion contienen habitualmente un promotor que es reconocido por el organismo
huésped y estd unido operativamente al acido nucleico que codifica el anticuerpo. Entre los promotores adecuados
para utilizar con huéspedes procariotas se incluyen el promotor phoA, los sistemas de promotores de -lactamasa y
lactosa, fosfatasa alcalina, un sistema de promotor de tript6fano (trp) y promotores hibridos, tales como el promotor
tac. Sin embargo, son adecuados otros promotores bacterianos conocidos. Los promotores para utilizar en sistemas
bacterianos también contendrdn una secuencia de Shine-Dalgamo (S.D.) unida operativamente al ADN que codifica
el anticuerpo.

Las secuencias de promotores son conocidas para eucariotas. Practicamente todos los genes de eurcariotas tienen
una region rica en AT localizada aproximadamente 25 a 30 bases en direccién 5 desde el sitio donde se inicia la
transcripcion. Otra secuencia que se encuentra 70 a 80 bases en direcciéon 5’ desde el inicio de la transcripcién de
muchos genes es una region CNCAAT, donde N puede ser cualquier nucledtido. En el extremo 3’ de la mayoria de
genes de eucariotas es una secuencia AATAAA que puede ser la sefial para la adicién de la cola poli A al extremo 3’ de
la secuencia codificante. Todas estas secuencias se insertan de manera adecuada en vectores de expresion eucariotas.

Entre los ejemplos de secuencias promotoras adecuadas para su utilizacién con huéspedes de levadura se incluyen
promotores para 3-fosfoglicerato quinasa u otros enzimas glucoliticos, tales como enolasa, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, hexoquinasa, piruvato descarboxilasa, fosfofructoquinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, 3-fosfoglice-
rato mutasa, piruvato quinasa, triosafosfato isomerasa, fosfoglucosa isomerasa y glucoquinasa.

Otros promotores de levaduras, que son promotores inducibles que tiene la ventaja adicional de una transcrip-
cién controlada mediante condiciones de crecimiento, son las regiones promotoras para alcohol deshidrogenasa 2,
isocitocromo C, fosfatasa acida, enzimas degradativos asociados con el metabolismo del nitrégeno, metalotioneina,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, y enzimas responsables de la utilizacién de maltosa y galactosa. Los vectores
y promotores adecuados para la utilizacién en la expresion en levaduras se describen adicionalmente en EP 73.657.
Los potenciadotes de levadura también se utilizan de manera ventajosa con promotores de levadura.

La transcripcién de anticuerpos a partir de vectores en células huésped de mamiferos esta controlada, por ejemplo,
mediante promotores obtenidos de los genomas de virus, tales como virus del polioma, virus de la viruela aviar,
adenovirus (tal como el Adenovirus 2), el virus de papiloma bovino, virus del sarcoma aviar, citomegalovirus, un
retrovirus, virus de la hepatitis-B ymds preferiblemente el virus de simio 40 (SV40), de promotores de mamiferos
heter6logos, por ejemplo, el promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina, y de promotores de choque
térmico, siempre y cuando dichos promotores sean compatibles con los sistemas de célula huésped.

Los promotores temprano y tardio del virus SV40 se obtienen de manera coveniente como un fragmento de restric-
cién de SV40 que también contiene el origen de replicacién viral de SV40. El promotor inmediatamente temprano del
citomegalovirus humano se obtiene de manera conveniente como un fragmento de restricciéon Hindi E. En la Patente
de Estados Unidos No. 4.419.446 se describe un sistema para expresar ADN en huéspedes de mamiferos utilizando el
virus del papiloma bovino como vector. En la Patente de Estados Unidos No. 4.601.978 se describe una modificacién
de este sistema. De modo alternativo, la repeticion larga terminal del sarcoma de rous se puede utilizar como promotor.
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(v) Componente elemento potenciador

La transcripcién de un ADN que codifica el anticuerpo de la presente invencién por eucariotas superiores se in-
crementa frecuentemente mediante la insercién de una secuencia de potenciador en el vector. Muchas secuencias de
potenciador actualmente se conocen de genes de mamiferos (globina, elastasa, albimina, a-fetoproteina e insulina).
Habitualmente, sin embargo, se utilizard un potenciador de un virus de célula eucariota. Entre los ejemplos se incluyen
el potenciador de SV40 en la cara tardia del origen de replicacion (pb 100-270), el potenciador de promotor temprano
de citomegalovirus, el potenciador de polioma en la cara tardia del origen de replicacion, y potenciadores de adeno-
virus. Véase también Yaniv, Nature 297: 17-18 (1982) en elementos potenciadotes para la activacién de promotores
eucariotas. El potenciador se puede cortar y empalmar (“splice”) en el vector en una posicién 5° 6 3’ con respecto a la
secuencia codificante del anticuerpo, pero se sitda preferiblemente en un sitio 5° desde el promotor.

(vi) Componente terminacion de la transcripcion

Los vectores de expresion utilizados en células huéspedes eucariotas (levadura, hongos, insectos, plantas, animales,
humanos, o células nucleadas de otros organismos multicelulares) también contendrdn secuencias necesarias para la
terminacion de la transcripcion y para la estabilizaciéon del ARNm. Dichas secuencias estdn disponibles habitualmente
desde las regiones no traducidas 5’ y, ocasionalmente 3°, de ADNs o ADNcs eucariotas o virales. Estas regiones
contienen segmentos de nucleétidos transcritos como fragmentos poliadenilados en la parte no traducida del ARNm
que codifica el anticuerpo. Un componente de terminacién de la transcripcion ttil es la region de poliadenilacion de la
hormona de crecimiento bovino. Véase WO 94/1102 y el vector de expresion descrito en la misma.

(vii) Seleccion y transformacion de células huésped

Las células huésped adecuadas para la clonacién o expresién del ADN en los vectores de la presente invencién son
células procariotas, de levadura, o eucariotas superiores descritas anteriormente. Entre las procariotas adecuadas para
este objetivo se incluyen, eubacterias, tales como organismos Gram-negativo o Gram-positivo, por ejemplo, Entero-
bacteriaceae, tal como, Escherichia, por ejemplo, E. coli, Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, por
ejemplo, Salmonella typhimurium, Serratia, por ejemplo, Serratia marcescans, y Shigella, asi como Bacilli, tal como
B. subtilis y B. licheniformis (por ejemplo, B. licheniformis 41P descrito en DD 266.710 publicada el 12 de abril de
1989), Pseudomonas, tal como P. aeruginosa, y Streptomyces. Un huésped de clonacién de E. coli preferido es E. coli
294 (ATCC 31.446), aunque otras cepas son adecuadas, tales como E. coli B, E. coli X1776 (ATCC 31.537) y E. coli
W3110 (ATCC 27.325). Estos ejemplos son mds ilustrativos que limitantes.

Ademds de los procariotas, los microbios eucariotas, tales como hongos o levaduras filamentosos, son huéspe-
des de clonacién o expresion adecuados para vectores que codifican el anticuerpo. El Saccharomyces cerevisiae, o
levadura comun de panaderia, es entre los microorganismos huésped eucariotas inferior utilizados el mds utilizado
habitualmente. Sin embargo, una serie de otros géneros, especies, y cepas estan disponibles habitualmente y son ttiles
en la presente invencion, tales como Schizosaccharomyces pombe; huéspedes Kluyveromyces tales como, por ejemplo,
K. lactis, K. fragilis (ATCC 12.424), K. bulgaricus (ATCC 16.045), K. wickeramii (ATCC 24.178), K. waltii (ATCC
56.500), K. drosophilarum (ATCC 36.9006), K. thermotolerans y K. marxianus; yarrowia (EP 402.226); Pichia pastoris
(EP 183.070); Candida; Trichoderma reesia (EP 244.234); Neurospora crassa; Schwanniomyces, tales como Schwan-
niomyces occidentalis y hongos filamentosos, tales como, por ejemplo, Neurospora, Penicillium, Tolypocladium, y
huéspedes Aspergillus, tales como A. nidulans y A. Niger.

Las células huésped adecuadas para la expresién de anticuerpo glicosilado se derivan de organismos multicelu-
lares. Entre los ejemplos de células de invertebrados se incluyen células vegetales y de insectos. Se han identificado
numerosas cepas y variantes bacterianas y las correspondientes cepas de huéspedes de insectos permisivos de hués-
pedes tales como Spodoptera frugiperda (oruga), Aedes aegypti (mosquito), Aedes albopictus (mosquito), Drosophila
melanogaster (mosca de la fruta) y Bombyx mori. Una serie de cepas virales para la transfeccion estdn disponibles
publicamente, por ejemplo, la variante L-1 de Autographa californica NPV y la cepa Bm-5 de Bombyx mori NPV,
y dichos virus se pueden utilizar como el virus segin la presente invencidn, particularmente para la transfeccién de
células de Spodoptera frugiperda. Los cultivos de células vegetales de algod6n, maiz, patata, soja, petunia, tomate, y
tabaco también se pueden utilizar como huéspedes.

Sin embargo, ha habido un interés creciente en células de vertebrados y la propagacién de células de vertebrados en
el cultivo (cultivo de tejidos) se ha convertido en un procedimiento de rutina. Los ejemplos de lineas celulares huésped
de mamiferos ttiles son la linea CV1 de rifién de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL 1651); linea de
rifién de embrién humano (células 293 o 293 subclonadas para el crecimiento en cultivo de suspensién, Graham et al.,
J. Gen Virol., 36:59 (1977)); células de riién de hamster cria (BHK, ATCC CCI 10)); células de ovario de hamster
chino/-DHFR (CHO, Urlaub ez al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77:4216 (1980)); células de sertoli de ratén (TM4,
Mather, Biol. Reprod., 23:243-251 (1980)); células de rifién de mono (CV1 ATCC CCL 70); células de rifiéon de mono
verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1587); células de carcinoma cervical humano (HELA, ATCC CCL2); células
de rifién canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata de bifalo (BRL 3A, ATCC CRL 1442); células
de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células de higado humano (Hep G2, HB 8065); tumor mamario de ratén
(MMT 060562, ATCC CCIl51); células TRI (Mather et al., Annals N.Y. Acad. Sci. 383: 44-68 (1982)); células MRCS5;
células FS4; y una linea de hematoma humano (Hep G2).
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Las células huésped se transforman con los vectores de expresiéon o clonacién descritos anteriormente para la
produccién de anticuerpos y se cultivan en medios nutrientes convencionales modificados segtin sea apropiado para la
induccion de promotores, la seleccién de transformantes o la amplificacién de los genes que codifican las secuencias
deseadas.

(viii) Cultivo de las células huésped

Las células huésped utilizadas para producir la variante de anticuerpo de la presente invencion se puede cultivar
en una serie de medios. Los medios comercialmente disponibles, tales como F10 de Ham (Sigma), Medio Minimo
Esencial (MEM), (Sigma), RPMI-1640 (Sigma) y Medio de Tagle Modificado por Dulbecco ((DMEM), Sigma) son
adecuados para el cultivo de células huésped. Ademads, cualquiera de los medios descritos en Ham et al., Meth. Enz.
58:44 (1979), Barnes et al., Anal. Biochem.102:255 (1980), las Patentes de Estados Unidos Nos. 4.767.704; 4.657.866;
4.927.762; 4.560.655; 6 5.122.469; WO 90/03430; WO 87/00195; o la Patente de Estaods Unidos Re. 30,985 se
pueden utilizar como medio de cultivo para las células huésped. Cualquiera de estos medios puede suplementarse si
es necesario con hormonas y/u otros factores de crecimiento (tales como insulina, transferrina, o factor de crecimiento
epidérmico), sales (tales como cloruro sédico, calcio, magnesio, y fosfato), tampones (tales como HEPES), nucleétidos
(tales como adenosina y timidina), antibiticos (tales como el firmaco GENTAMYCIN™), elementos traza (definido
como los compuestos inorgdnicos presentes habitualmente a concentraciones finales en el rango de micromolar),
y glucosa o una fuente de energia equivalente. Cualquier otro suplemento necesario también se puede incluir en
concentraciones adecuadas que serfan conocidos por los expertos en la materia. Las condiciones de cultivo, tales como
temperatura, pH, y similares, son las utilizadas previamente con la célula huésped seleccionada para la expresion y
serd evidente para el técnico habitual en la materia.

(ix) Purificacion de anticuerpos

Cuando se utilizan técnicas recombinantes, la variante de anticuerpo se puede producir intracelularmente, en el
espacio peripldsmico, o directamente secretado en el medio. Si la variante de anticuerpo se produce intracelularmente,
como primera etapa, la debris particulada, células huésped o fragmentos lisados, se elimina, por ejemplo, mediante
centrifugacién o ultrafiltracién. Carter et al., Biol Technology 10:163-167 (1992) describen un procedimiento para
aislar anticuerpos que se secretan al espacio peripldsmico de E. coli. Brevemente, se descongela la pasta celular en
presencia de acetato sédico (pH 3,5), EDTA y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) durante aproximadamente 30
minutos. La debris celular se puede eliminar mediante centrifugacién. Cuando el anticuerpo se secreta al medio, los
sobrenadantes de dichos sistemas de expresion se concentran generalmente en primer lugar utilizando un filtro de
concentracion de proteinas disponible comercialmente, por ejemplo, una unidad de ultrafiltracién Amicon o Millipore
Pellicon. Se puede incluir un inhibidor de proteasa tal como PMSF en cualquiera de las etapas anteriores para inhibir
la protedlisis y se pueden incluir antibiéticos para evitar el crecimiento de contaminantes accidentales.

La composicién de anticuerpos preparados a partir de células se puede purificar utilizando, por ejemplo, cromato-
grafia de hidroxilapatito, electroforesis en gel, didlisis, y cromatografia de afinidad, siendo ésta dltima la técnica de
purificacion preferida. La idoneidad de la proteina A como ligando de afinidad depende de la especie y el is6topo de
cualquier dominio Fc de inmunoglobulina que estd presente en la variante de anticuerpo. La proteina A se puede utili-
zar para purificar anticuerpos que estdn basados en cadenas pesadas humanas y1, y2 o y4 (Lindmark et al., J. Immunol
Meth 62:1-13 (1983)). La proteina G se recomienda para todos los isétopos de ratén y para y3 humanas (Guss et al.,
EMBO J. 5:1567-1575 (1986)). La matriz a la que se une el ligando de afinidad es frecuentemente agarosa, pero se
disponen de otras matrices. Las matrices mecdnicamente estables, tales como el vidrio de poro controlado o poli(esti-
renodivinil)benceno permite mayores velocidades de flujo y tiempos de procesado mas cortos que los que se pueden
conseguir con agarosa. Cuando la variante de anticuerpo comprende un dominio Cy3, la resina Bakerbond ABX™
(J.T. Baker Philipsburg, NJ) es util para la purificacion. Otras técnicas para la purificacién de proteinas tales como el
fraccionamiento en una columna de intercambio idnico, precipitacion con etanol, HPLC de fase inversa, cromatografia
en silice, cromatografia en heparina-Sefarosa™, cromatografia en una resina de intercambio de anién o catién (tal co-
mo una columna de 4cido poliaspartico), cromatoenfocado, SDS-PAGE y precipitacién con sulfato aménico también
estan disponibles dependiendo de la variante de anticuerpo a recuperar.

C. Formulaciones farmacéuticas

Las formulaciones terapéuticas de la variante de anticuerpo se prepararan para su almacenamiento mediante la
mezcla de la variante de anticuerpo que tiene el grado deseado de pureza con portadores, excipientes o estabilizan-
tes opcionales fisiol6gicamente aceptables (Remington’s Pharmaceutical Sciences 16* Edicién, Osol, A. Ed. (1980)),
en forma de formulaciones liofilizadas o soluciones acuosas. Los portadores, excipientes o estabilizantes aceptables
son no téxicos para los receptores en las dosis y concentraciones utilizadas, e incluyen tampones, tales como fosfato,
citrato y otros dcidos orgdnicos; antioxidantes que incluyen 4cido ascérbico y metionina; conservantes (tales como,
cloruro de octadecildimetilbencil amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de benzetonio; fe-
nol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabens, tales como metil o propil paraben; catecol; resorcinol; ciclohexanol;
3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de peso molecular bajo (inferior a aproximadamente 10 residuos); proteinas,
tales como albuimina de suero, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros hidrofilicos, tales como polivinilpirrolido-
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na; aminodcidos, tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina o lisina; monosacaridos, disacaridos y
otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa o dextrinas; agentes quelantes, tales como EDTA; azicares, tales
como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contrapones formadores de sales, tales como sodio; complejos de meta-
les (por ejemplo, complejos de Zn-proteina); y/o tensoactivos no iénicos, tales como TWEEN™, PLURONICS™ o
polietilenglicol (PEG).

La formulacién de la presente invencion también puede contener mds de un compuesto activo segun sea necesario
para la indicacién concreta a tratar, preferiblemente aquellas con actividades complementarias que no afectan de forma
adversa entre si. Por ejemplo, puede ser deseable proporcionar adicionalmente un agente inmunosupresor. Dichas
moléculas estan presentes de manera adecuada combinadas en cantidades que son eficaces para el objetivo previsto.

Los principios activos también pueden estar contenidos en microcdpsulas preparadas, por ejemplo, mediante téc-
nicas de coacervacion o mediante polimerizacién interfacial, por ejemplo, microcdpsulas de hidroximetilcelulosa o
gelatina y microcédpsulas de poli(metilmetacrilato), respectivamente, en sistemas de liberacién de farmacos coloidales
(por ejemplo, liposomas, microesferas de albimina, microemulsiones, nanoparticulas y nanocdpsulas) o en macroe-
mulsiones. Dichas técnicas se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences 16* Edicion, Osol, A. Ed. (1980).

Las formulaciones a utilizar para la administracién in vivo debe ser estéril. Esto se consigue facilmente mediante
filtracién a través de membranas de filtracion estériles.

Se pueden preparar preparaciones de liberacion controladas. Entre los ejemplos adecuados de preparaciones de li-
beracidn controlada se incluyen matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos s6lidos que contienen la variante
de anticuerpo, cuyas matrices estan en forma de articulos conformados, por ejemplo, peliculas o microcapsulas. Entre
los ejemplos de matrices de liberacién controlada se incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil-
metacrilato) o poli(vinilalcohol)), polilactidos (Patente de Estados Unidos No. 3.773.919), copolimeros de 4cido L-
glutdmico y etil-L-glutamato, copolimeros de etileno-acetato de vinilo no degradables, copolimeros de acido latico-
acido glicolico degradable, tales como el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de copolimero
de 4cido l4ctico-4cido glicdlico y acetato de leuprolide) y dcido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico. Mientras que polimeros,
tales como etileno-acetato de vinilo y dcido lactico-dcido glicélico permiten la liberacién de moléculas durante 100
dias, ciertos hidrogeles liberan proteinas durante periodos mds cortos de tiempo. Cuando los anticuerpos encapsula-
dos permanecen en el cuerpo durante un periodo largo de tiempo, se desnaturalizan o agregan como resultado de la
exposicién a humedad a 37°C, dando lugar a una pérdida de actividad biolégica y posibles cambios en la inmunogeni-
cidad. Se pueden idear varias estrategias racionales para la estabilizacién dependiendo del mecanismo implicado. Por
ejemplo, si el mecanismo de agregacion se descubre que es la formacién de enlaces S-S intermoleculares a través del
intercambio de tio-disulfuros, se puede conseguir la estabilizaciéon mediante la modificacién de residuos sulfhidrilo, la
liofilizacién a partir de soluciones 4cidas, el control del contenido de humedad, la utilizacién de aditivos adecuados y
el desarrollo de composiciones especificas de matriz de polimeros.

D. Usos no terapéuticos de la variante de anticuerpo

Las variantes de anticuerpo de la presente invencion se pueden utilizar como agentes de purificacion de afinidad. En
este proceso, los anticuerpos se inmovilizan en una fase sélida, tal como una resina Sefadex o papel de filtro, utilizando
los procedimientos bien conocidos en la técnica. La variante de anticuerpo inmovilizado se pone en contacto con una
muestra que contiene el antigeno a purificar y, a continuacidn, el soporte se lava con un disolvente adecuado que
eliminard sustancialmente todo el material en la muestra a excepcién del antigeno a purificar, que estd unido a la
variante de anticuerpo inmovilizado. Finalmente, el soporte se lava con otro disolvente adecuado, tal como tampén de
glicina, pH 5,0, que liberara el antigeno de la variante de anticuerpo.

Las variantes de anticuerpo también pueden ser ttiles en los ensayos de diagndstico, por ejemplo, para la deteccion
de la expresion de un antigeno de interés en células, tejidos o suero especificos.

Para las aplicaciones de diagnéstico, la variante de anticuerpo se marcard habitualmente con un grupo detectable.
Existen numerosos marcadores disponibles que se pueden agrupar generalmente en las siguientes categorias:

(a) Radioisétopos, tales como S, “C, %1, 3H, y "*'I. La variante de anticuerpo se puede marcar con el radioi-
sotopo utilizando las técnicas descritas en Current Protocols in Immunology, volimenes 1 y 2. Coligen et al., Ed.,
Wiley-Interscience. Nueva York, Nueva York, Pubs., (1991), por ejemplo, y la radiactividad se puede medir utilizando
recuento por centelleo.

(b) Estan disponibles marcadores fluorescentes, tales como quelatos de tierras raras (quelatos de europio) o fluo-
resceina y sus derivados, rodamina y sus derivados, dansilo, Lissamina, ficoeritrina y Texas Red. Los marcadores
fluorescentes se pueden conjugar a la variante de anticuerpo utilizando las técnicas descritas en Current Protocols in
Immunology, supra., por ejemplo. La fluorescencia se puede cuantificar utilizando un fluorimetro.

(c) Varios marcadores de enzima-sustrato estdn disponibles y la Patente de de Estados Unidos No. 4.275.149 pro-
porciona una revisién de algunos de éstos. La enzima generalmente cataliza una alteracién quimica del sustrato cro-
mogénico que se puede medir utilizando varias técnicas. Por ejemplo, la enzima puede catalizar un cambio de color en
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un sustrato, que se puede medir espectrofotométricamente. De modo alternativo, la enzima puede alterar la fluorescen-
cia o la quimioluminiscencia del sustrato. Las técnicas para cuantificar un cambio en la fluorescencia estdn descritas
anteriormente. El sustrato quimioluminiscente se vuelve electrénicamente excitado mediante una reaccién quimica y
puede entonces emitir luz que se puede medir (utilizando un quimioluminémetro, por ejemplo) o dona energia a un
aceptor fluorescente. Entre los ejemplos de marcadores enzimaticos se incluyen luciferasas (por ejemplo, luciferasa de
luciérnaga y luciferasa bacteriana; Patente de Estados Unidos No. 4.737.456), luciferina, 2,3-dihidroftalazinedionas,
malato deshidrogenada, ureasa, peroxidasa, tal como peroxidasa de rdbano picante (HRPO), fosfatasa alcalina, beta-
galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacarioa oxidasas (por ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa, y glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tales como uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa, micrope-
roxidasa, y similares. Las técnicas para conjugar enzimas a anticuerpos se describen en O’Sullivan ef al., Methods
for the Preparation of Enzyme-Antibody Conjugates for use in Enzyme Immunoassay, en Methods in Enzym (ed J.
Langone y H. Van Vunakis), Academic press, Nueva York,72: 147-166 (1981).

Entre los ejemplos de combinaciones de enzima-sustrato se incluyen, por ejemplo:

(1) peroxidasa de rabano picante (HRPO) con hidrégeno peroxidasa como sustrato, donde la hidrégeno peroxi-
dasa oxida un precursor de colorante (por ejemplo, ortofenilen diamina (OPD) o clorhidrato de 3,3’,5,5’-tetrametil
benzidina (TMB));

(ii) fosfatasa alcalina (AP) con para-nitrofenil fosfato como sustrato cromogénico; y

(iii) beta-D-galactosidasa (beta-D-Gal) con un sustrato cromogénico (por ejemplo, p-nitrofenil-beta-D-galactosi-
dasa) o sustrato fluorogénico 4-metillumbeliferil-beta-D-galactosidasa.

Para los expertos en la materia, estdn disponibles numerosas otras combinaciones de enzima-sustrato. Para una
revision general de las mismas, véase las Patentes de Estados Unidos Nos. 4.275.149 y 4.318.980.

Algunas veces, el marcador estd directamente conjugado con la variante de anticuerpo. El técnico experto conocerd
las técnicas para conseguir esto. Por ejemplo, la variante de anticuerpo se puede conjugar con biotina y cualquiera de
las tres amplias categorias de marcadores mencionados anteriormente se pueden conjugar con avidina, o viceversa. La
biotina se une selectivamente a avidina y, de este modo, el marcador se puede conjugar con la variante de anticuerpo
de esta manera indirecta. De modo alternativo, para conseguir la conjugacién indirecta del marcador con la variante
de anticuerpo, la variante de anticuerpo se conjuga con un hapteno pequefio (por ejemplo, digoxina) y uno de los
diferentes tipos de marcadores mencionados anteriormente se conjuga con una variante de anticuerpo anti-hapteno
(por ejemplo, anticuerpo anti-digoxina). De este modo, se puede conseguir la conjugacién indirecta del marcador con
la variante de anticuerpo.

En otra realizacién de la presente invencidn, la variante de anticuerpo no necesita estar marcado, y la presencia del
mismo se puede detectar utilizando un anticuerpo marcado que se une a la variante de anticuerpo.

Los anticuerpos de la presente invencién se puede utilizar en cualquier método de ensayo conocido, tal como
ensayos de unién competitiva, ensayos de sandwich directo e indirecto, y ensayos de inmunoprecipitacién. Zola,
Monoclonal Antibodies A Manual of Techniques, paginas 147-158 (CRC Press. Inc., 1987).

Los ensayos de unién competitiva dependen de la capacidad de un patrén marcado para competir con el analito de
la muestra de prueba para la unién con una cantidad limitada de variante de anticuerpo. La cantidad de antigeno en la
muestra de prueba es inversamente proporcional a la cantidad de patrén que se une a los anticuerpos. Para facilitar la
determinacion de la cantidad de patrén que se une, los anticuerpos generalmente estan insolubilizados antes o después
de la competicién, de manera que el patrén y el analito que estdn unidos a los anticuerpos se pueden separar de manera
adecuada del patrén y el analito que permanecen no unidos.

Los ensayos de sandwich implican la utilizacién de dos anticuerpos, cada uno capaz de unirse a una parte inmu-
nogénica diferente, o epitopo, de la proteina a detectar. En un ensayo de sandwich, el analito de la muestra de prueba
se une a un primer anticuerpo que estd inmovilizado en un soporte s6lido y, a continuacién, un segundo anticuerpo se
une al analito, formando asi un complejo de tres partes insolubles. Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos
No. 4.376.110. El segundo anticuerpo puede estar marcado en si mismo con un grupo detectable (ensayos de sandwich
directos) o se puede medir utilizando un anticuerpo anti-inmunoglobulina que estd marcado con un grupo detectable
(ensayo de sandwich indirecto). Por ejemplo, un tipo de ensayo de sdandwich es un ensayo ELISA, en cuyo caso el
grupo detectable es un enzima.

Para la inmunohistoquimica, la muestra de tumor puede ser reciente o congelada o puede estar envuelta de parafina
y fijada con un conservante, tal como formalina, por ejemplo.

Los anticuerpos también se pueden utilizar para ensayos de diagndstico in vivo. Generalmente, la variante de

anticuerpo se marca con un radionucleido (tal como '''"Tn, *Tc, C, B'I, '], 3H, P o *S), de manera que el tumor
se puede localizar utilizando inmunocentelleografia.

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2301 254 T3

E. Kits de diagnostico

A modo de comodidad, la variante de anticuerpo de la presente invencién se puede disponer en un kit, es decir, una
combinacién empaquetada de reactivos en cantidades predeterminadas con instrucciones para llevar a cabo el ensayo
de diagnéstico. Cuando la variante de anticuerpo estd marcada con un enzima, el kit incluird sustratos y cofactores
necesarios por el enzima (por ejemplo, un precursor de sustrato que proporciona el croméforo o fluoréforo detectables).
Ademds, se pueden incluir otros aditivos, tales como estabilizantes, tampones (por ejemplo, un tampo6n de bloqueo o
tampo6n de lisis) y similares. Las cantidades relativas de los diversos reactivos se pueden variar de forma amplia para
proporcionar concentraciones en solucién de los reactivos que optimizan sustancialmente la sensibilidad del ensayo.
Particularmente, los reactivos se pueden proporcionar como polvos secos, habitualmente liofilizados, que incluyen
excipientes que en disolucién proporcionaran una solucién de reactivos que tienen la concentracién apropiada.

F. Usos in vivo para la variante de anticuerpo

Para aplicaciones terapéuticas, las variantes de anticuerpo de la presente invencion se administran a un mamifero,
preferiblemente un humano, en forma de una dosis farmacéuticametne aceptable, tal como las descritas anteriormente,
incluyendo aquellas que se pueden administrar a un humano de forma intravenosa como un bolo o mediante la infusién
continua durante un periodo de tiempo, mediante rutas intramuscular, intraperitoneal, intracerebroespinal, subcuténea,
intra-articular, intrasinovial, intratecal, oral, topica o por inhalacién. Los anticuerpos también se administran de ma-
nera adecuada mediante rutas intratumoral, peritumoral, intralesional o perilesional, para ejercer efectos terapéuticos
locales, asi como sistémicos. Se espera que la ruta intraperitoneal sea particularmente ttil, por ejemplo, en el trata-
miento de tumores de ovario. Ademds, la variante de anticuerpo se administra de manera adecuada mediante infusién
por pulsos, particularmente con dosis descendentes de la variante de anticuerpo. Preferiblemente, la dosificacién se
proporciona mediante inyecciones, mas preferiblemente inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte
de si la administracion es breve o crénica.

Para la prevencion o el tratamiento de la enfermedad, la dosis apropiada de la variante de anticuerpo dependera del
tipo de enfermedad a tratar, la gravedad y el transcurso de la enfermedad, si la variante de anticuerpo se administra
con objetivos de prevencion o terapéuticos, terapia previa, el historial clinico del paciente y la respuesta a la variante
de anticuerpo, y la discrecién del médico responsable. La variante de anticuerpo se administra de forma adecuada al
paciente de una vez o durante una serie de tratamientos.

El ejemplo de la presente invencién se refiere a un anticuerpo anti-VEGF. Los anticuerois anti-VEGF son ttiles
en el tratamiento de varias enfermedades y trastornos neopldsicas y no neoplésicas. Los neoplasmas y las condiciones
relacionadas que son susceptibles de tratamiento incluyen carcinomas de mama, carcinomas de pulmén, carcinomas
gastricos, carcinomas del es6fago, carcinomas colorrectal, carcinomas de ovario, tecomas, arrenoblastomas, carcino-
mas cervicales, carcinomas de endometrio, hiperplasia del endometrio, endometriosis, fibrosarcomas, coriocarcino-
ma, cancer de cabeza y cuello, carcinoma nasofaringeo, carcinomas laringeos, hepatoblastoma, sarcoma de Kaposi,
melanoma, carcinomas de piel, hemangioma, hemangioma cavernosa, hemangioblastoma, carcinomas de pancreas,
retinoblastoma, astrocitoma, glioblastoma, Schwannoma, oligodendroglioma, meduloblastoma, neuroblastomas, rab-
domiosarcoma, sarcoma osteogénico, meiomiosarcomas, carcinomas del tracto urinario, carcinomas de tiroides, tumor
de Wilm, carcinoma de células renales, carcinoma de prostata, proliferacién vascular anormal asociada con facomato-
sis, edema (tal como la asociada con tumores cerebrales), y sindrome de Meigs.

Entre las condiciones neopldsicas que son susceptibles de tratamiento se incluyen artritis reumatoide, psoriasis, ate-
rosclerosis, retinopatias diabéticas y otras retinopatias proliferativas incluyendo retinopatia de premadurez, fibroplasia
retrolental, glaucoma neovascular, degeneraciéon macular relacionada con la edad, hiperplasias de la tiroides (inclu-
yendo la enfermedad de Grave), transplante de cérnea y otros tejidos, inflamacién crénica, inflamacién de pulmoén,
sindrome nefrético, preeclampsia, ascitis, efusion pericardial (tal como la asociada con la pericarditis) y la efusion
pleural.

La degeneracién macular relacionada con la edad (AMD) es una causa principal dela pérdida de visién severa en
la poblacién de la tercera edad. La forma exudativa de AMD se caracteriza por una neovascularizacién coroidal y
el desprendimiento de las células epiteliales del pigmento retinal. Debido a que la neovascularizacién coroidal estd
asociada a un brusco empeoramiento del prondstico, se espera que los anticuerpos de VEGF de la presente invencién
sean especialmente ttiles en la reduccién de la gravedad de AMD.

Dependiendo del tipo y gravedad de la enfermedad, aproximadamente de 1 pg/kg hasta 15 ug/kg (por ejemplo, 0,1-
20 mg/kg) de variante de anticuerpo es una dosis candidata inicial para la administracién al paciente, mediante, por
ejemplo, una o mas administraciones separadas o mediante infusién continua. Una dosis diaria habitual podria variar
desde, aproximadamente, 1 ug/kg a 100 mg/kg o mds, dependiendo de los factores mencionadas anteriormente. Para
administraciones repetidas durante varios dias o mds, dependiendo de la condicion, el tratamiento se mantiene hasta
que tiene lugar la desaparicién deseada de los sintomas de la enfermedad. Sin embargo, pueden ser titiles otras pautas
de dosificacion. El progreso de esta terapia se monitoriza facilmente mediante técnicas y ensayos convencionales.

La composicion de variantes de anticuerpo se formulard, dosificard y administrard de manera consistente con una
buena practica médica. Los factores a considerar en este contexto incluyen el trastorno concreto a tratar, el mamifero
a tratar, la condicidn clinica del paciente individual, la causa del trastorno, el punto de liberacién del agente, la ruta
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de administracién, la pauta de administracion, y otros factores conocidos para el practicante médico. La “cantidad
terapéuticamente eficaz” de la variante de anticuerpo a administrar estard regida por dichas consideraciones, y es la
cantidad minima necesaria para prevenir, mejorar o tratar una enfermedad o trastorno. Aunque no es necesario, la
variante de anticuerpo se formula opcionalmente con uno o mds agentes utilizados actualmente para prevenir o tratar
el trastorno en cuestion. La cantidad eficaz de dichos otros agentes depende de la cantidad de variante de anticuerpo
presente en la formulacion, el tipo de trastorno o tratamiento y otros factores descritos anteriormente. Estos se utilizan
en general en las mismas dosis y con rutas de administracién tal como se utiliza anteriormente en la presente invencién
o aproximadamente de un 1 a un 99% de las dosis empleadas en la presente invencion hasta ahora.

G. Articulos de fabricacion

En otra realizacion de la presente invencidn, se proporciona un articulo de fabricacién que contiene materiales
utiles para el tratamiento de los trastornos descritos anteriormente. El articulo de fabricacién comprende un recipiente
y un marcador. Entre los recipientes adecuados se incluyen, por ejemplo, botellas, viales, jeringas y tubos de prueba.
Los recipientes pueden estar formados de una variedad de materiales, tales como vidrio o plastico. Los recipientes
contienen una composicidn que es eficaz para el tratamiento de la condicion y puede tener un puerto de acceso estéril
(por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa o vial de solucién intravenosa que tiene un tapén penetrable por una
aguja de injeccion hipodérmica). El agente activo en la composicién es la variante de anticuerpo. El marcador en,
o asociado con, el recipiente indica que la composicion se utiliza para el tratamiento de la condicién de eleccion. El
articulo de fabricacién puede comprender ademas un segundo recipiente que comprende un tampon farmacéuticamente
aceptable, tal como una solucion salina tamponada con fosfato, solucién de Ringer y solucién de dextrosa. Pueden
incluir también otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros tampones,
diluyentes, filtros, agujas, jeringas y prospecto de un medicamento con instrucciones para su uso.

Ejemplo 1

En este ejemplo, se preparan variantes de anticuerpo que contienen inserciones de péptido al alazar dentro de los
CDR del anticuerpo mediante expresion en fagos que incrementan sustancialmente la afinidad de un Fab humanizado
por VEGF. Las cristalografia sugiere que estos cambios tienen como resultado un incremento del 4rea de contacto con
el antigeno.

Estructura del Co-Cristal de rayos X de VEGF:Fab: Se prepard una estructura del cristal del complejo entre el
antigeno de VEGF y el anticuerpo parental anti-VEGF tal y como se describe en Muller et al., Structure 6(9):1153-
1167 (1998). La conclusién de que los tres CDRs de VH son los determinantes principales de la unién de Fab a VEGF
tiene soporte en la estructura del cristal de alta resolucién del complejo VEGF:Fab (v36). Ademads, los determinantes
de mayor energia coinciden en gran parte con los principales residuos de contacto del Fab en el complejo.

Se disefiaron diversas bibliotecas dispuestas al azar con la inserciéon de un péptido colocado en las CDRs de
contacto con el antigeno que, a partir de la estructura del cristal, se esperaba que incrementaran el contacto potencial
entre el anticuerpo y el antigeno.

Diserio de Bibliotecas de Insercion en Bucle Aleatorias de CDR: En base al examen de la estructura del cristal de
VEGF:Fab, se postul6 que los contactos adicionales, que contribuyen en la energia de unién adicional entre el Fab y
el VEGEF, podria generarse mediante la adicién de inserciones de péptido dentro de una o mds CDRs del Fab. Debido
a que la naturaleza y las contribuciones relativas de dichas interacciones adicionales serian dificiles de predecir, se
insertaron directamente las secuencias de bucle aleatorias (Xn) en cada una de las cuatro CDRs préximas al sitio de
unién del VEGF existente utilizando codones NNS, y un vector de Fab desplazado del marco de lectura como plantilla.
Se eligi6 la longitud del bucle en base a las distancias en la estructura del cristal entre los puntos de entrada/salida del
bucle en la regién hipervariable y los sitios de posible interaccion en la superficie de VEGF. Ademds, se suprimieron
uno o mas residuos dentro de cada bucle en algunas de esas plantillas, segiin se vea necesario para acomodar el nuevo
bucle de péptido.

Los tres bucles citados fueron disefiados para VH1, incluyendo inserciones de 4, 5, 6 6 residuos entre Y27 y T28.
En VH2, se colocaron dos péptidos insertados de 3 6 4 residuos entre Y54 y T55. También en VH2, se utilizé un
péptido aleatorio de 6 residuos para reemplazar los residuos TS5 y H56. En VH3, se utilizé un péptido de 4 residuos
o de 5 residuos para reemplazar G104, y se utiliz6 un péptido de 5 residuos o de 6 residuos para reemplazar a los
residuos G104 y S105. Finalmente, en VL3, se insertd un péptido aleatorio de 4 6 6 residuos entre S92 y T93.

Selecciones de Segunda Generacion de Bibliotecas de anti-VEGF: se construyeron plantillas para la mutagénesis
aleatoria empezando a partir del fagémido Fab-g3 pY0192 (W098/45331) y los oligonucleétidos desplazados en el
marco de lectura (los cuales evitan la expresion de una plantilla funcional Fab): YC-82, YC-85, YC-89, YC-92, YC-
94, e YC-97 (Tabla 1).
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TABLA 1
Oligos desplazados del marco de lectura para la
mutagénesis de plantilla por insercién en CDR
Oligo # | Regidn Secuencia SEC. D
Ne
YC-82 VL3 C TGT CAA CAG TAT AGC T ACC GTG CCG TGG | SEC. ID
ACG Ne: 1
YC-85 VH1 GCA GCT TCT GGC TAT G ACC TTC ACC AAC | SEC. ID
TAT G Ne: 2
YC-89 VH2 GA TGG ATT AAC ACC TAT G ACC GGT GAA | SEC. ID
CCG ACC Ne: 3
YC-92 VH2 GA TGG ATT AAC ACC TAT T GAA CCG ACC | SEC. 1D
TAT GCT G Ne: 4
YC-94 VH3 GTACCCGCACTAT TATGAGCAGCCACTGGTAT TTC SEC. ID
Ne: 5
YC-97 VH3 G TAC CCG CAC TAT TAT G AGC CAC TGG TAT | SEC. ID
TTC N¢: 6

Los correspondientes oligonucleétidos al azar (que utilizan NNS en los sitios destinados a la situacién aleatoria)
fueron YC-83, YC-84 en VL3; YC-86, YC-87, YC-88 en VH1; YC-90, YC91 y YC-93 en VH2; e YC-95, YC-96,

YC-98, YC-99 en VH3. Ver la Tabla 2 a continuacion.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 2

Oligos

aleatorios para las construcciones de bibliotecas

de inserciones en CDR

Oligo # Regidn {Comentarios) Secuencia SEC. ID
YC-83 VL3 (insertar 4 C TGT CAA CAG TAT AGC SEC. ID
residuos) NNS NNS NNS NNS ACC Ne: 7
GTG CCG TGG ACG
YC-84 VL3 (insertar C TGT CAA CAG TAT AGC | SEC. 1ID
residuos) NNS NNS NNS NNS NNS Ne: 8
NNS ACC GTG CCG TGG
ACG
YC-86 VH1 {insertar GCA GCT TCT GGC TAT SEC. ID
residuos) NNS NNS NNS NNS ACC Ne: 9
TTC ACC AAC TAT G
YC-87 VH1 (insertar GCA GCT TCT GGC TAT SEC. ID
residuos) NNS NNS NNS NNS NNS Ne: 10
ACC TTC ACC AAC TAT G
YC-88 VH1 (insertar GCA GCT TCT GGC TAT SEC. ID
residuos) NNS NNS NNS NNS NNS Ne: 11
NNS ACC TTC ACC AAC
TAT G
YC-90 VH2 (insertar GA TGG ATT AAC ACC SEC. ID
residuos) TAT NNS NNS NNS ACC Ne: 12
GGT GAA CCG ACC
YC-91 VH2 (insertar GA TGG ATT AAC ACC SEC. ID
residuos) TAT NNS NNS NNS NNS Ne: 13
ACC GGT GAA CCG ACC
YC-93 VH2 {insertar GA TGG ATT AAC ACC SEC. ID
residuos) TAT NNS NNS NNS NNS Ne: 14
NNS NNS GAA CCG ACC
TAT CGT G
YC-95 VH3 (insertar G TAC CCG CAC TAT TAT | SEC. ID
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residuos) NNS NNS NNS NNS AGC Ne: 15
AGC CAC TGG TAT TTC
YC-96 VH3 (insertar 5 G TAC CCG CAC TAT TAT SEC. ID
residuos) NNS NNS NNS NNS NNS Ne: 16
AGC AGC CAC TGG TAT
TTC
YC-98 VH3 (insertar 5 G TAC CCG CAC TAT TAT SEC. ID
residuos) NNS NNS NNS NNS NNS Ne: 17
AGC CAC TGG TAT TTC
YC-99 VH3 (insertar 6 G TAC CCG CAC TAT TAT SEC. ID
residuos) NNS NNS NNS NNS NNS Ne: 18
NNS AGC CAC TGG TAT
T7C

Los transformantes resultantes produjeron bibliotecas con complejidades que oscilan desde 6 x 107 hasta 5 x 108
sugiriendo que las bibliotecas eran exhaustivas en el cubrimiento de todas las variantes posibles.

Se clasificé cada biblioteca por separado durante la primera ronda; a partir de entonces, se combinaron las biblio-
tecas con el mismo sitio de insercién y se clasificaron juntas como una. Por tanto, la biblioteca YC-83 se combiné con
la biblioteca YC-84; la biblioteca YC-86 con las bibliotecas YC-87 ¢ YC-88; la biblioteca YC-90 con la YC-91; la
biblioteca YC-95 con la YC-96; y la biblioteca YC-98 con la YC-99. Estas bibliotecas se clasificaron esencialmente
tal y como se describe en W098/45331, excepto la incubacién con tampén PBS/TWEEN 20® después de unién al
fago tal y como se describe en la Tabla 3.

TABLA 3
Condiciones para las selecciones secundarias de variantes de Fab
ronda de tiempo de solucidén de la temp. de la
seleccidn incubacién (h) incubacién incubacién (2C)
1 0 0 temperatura
ambiente
2 1 tampén ELISA temperatura
ambiente
3 2 1 uM de temperatura
VEGF/ELISA ambiente
4 18 1 uM de temperatura
VEGF/ELISA ambiente
5 37 1 uM de temperatura
VEGF/ELISA ambiente
6 17 h a t.a./30 h igual que las temperatura
a 37¢C anteriores ambiente/37:¢C
7 63 igual que las 37eC
anteriores
8 121 igual que las 37¢eC
anteriores

El tampén ELISA contenia un 0,5% de albimina de suero bovino y un 0,05% de TWEEN 20® en PBS. Se incluy6
el VEGF en el tampdn de incubacién para minimizar la posibilidad de volverse a unir el fago al VEGF cubierto en la
superficie de la placa.
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La clasificacién de algunas de estas bibliotecas produjo enriquecimientos de fagos de unién a VEGF sobre 5 a
8 rondas de seleccion. Después de cinco a ocho rondas de selecciones, se aislaron de diez a veinte clones de cada
biblioteca a partir de placas que contenian carbenicilina y que albergaban colonias de E. coli (XL1) que habian sido
infectadas con un grupo de fagos eluidos. Se recogieron las colonias y se desarrollaron con el fago ayudante para obte-
ner ADN de cadena tinica para la secuenciacién. Se recogieron los clones de aquellas bibliotecas que se enriquecieron
para la secuenciacion de ADN. Los resultados se muestran en la Tabla 4. No se secuenciaron las bibliotecas que no
mostraron enriquecimiento.

Resumen de las bibliotecas de insercidén en CDR
Oligos N¢ de residuos
CDR Sitio de afiadidos
Oligo de Oligo de Insercidn Netos Total
parada insercidn
YC-85 YC-86 H1 Y27°T28 4 4
YC-85 YC-87 H1 Y277T28
YC-85 YC-88 H1 Y27°T28 6 6
YC-89 YC-90 H2 Y54°T55 3 3
YC-89 YC-91 H2 Y54°T55 4 4
YC-92 YC-93 H2 YS54"ES7 4 6
YC-94 YC-95 H3 Y10378105 3 4
YC-94 YC-96 H3 Y10375105 4 5
YC-97 YC-98 H3 Y1037106 3 5
YC-97 YC-99 H3 Y10375106 4 6
YC-82 YC-83 L3 5927T93 4 4
YC-82 YC-84 L3 S927T93 6 6

Para VHI, tan sdlo la biblioteca YC-86 mostr6 enriquecimiento. La secuenciacion reveld que, a pesar de que se
disefid una insercion de 4 residuos en esta biblioteca, todos los clones secuenciados no contenian una insercion neta,
pero en cambio s{ mutaciones puntuales en T28 y F29. Esto sugiere que este anticuerpo es relativamente intolerante a
las inserciones en esta region hipervariable.

Se observé un resultado similar para las bibliotecas de VH2, en las cuales tan sélo la biblioteca YC-90 mostrd
enriquecimiento. De nuevo, los clones encontrados fueron de tipo natural (Y0192) o de una mutacién puntual, Y54W.
Esto sugiere que este anticuerpo es también relativamente intolerante a las inserciones en el CDR de VH2.

De nuevo, se obtuvo un resultado similar de las bibliotecas de VL3. En este caso, tan sélo la biblioteca YC-
83 mostrd enriquecimiento, y los clones seleccionados tuvieron mutaciones puntuales en T93 y/o V94, mas que la
insercion disefada. Esto sugiere que este anticuerpo también es relativamente intolerante a las inserciones en el CDR
de VL3.

Por el contrario, mostraron enriquecimiento dos bibliotecas de VH3: YC-95 e YC-98. Ademads, la secuenciacién
de los clones seleccionados mostré que las variantes de Fab contenian ademds secuencias de insercion.

A continuacién en las Tablas 5-15 se muestran las secuencias de aminodcidos de las variantes de anti-VEGF a
partir de diversas bibliotecas. Se muestra s6lo la secuencia de la region aleatoria tal y como se deduce a partir de
la secuencia de ADN. Se muestran en negrita los sitios en los que se hicieron secuencias insertadas aleatorias. Un
asterisco indica un fagémido contaminante de otra biblioteca.
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TABLA 5
Secuencias de proteina de variantes de anti-VEGF a partir de la Ronda 7
de la biblioteca de YC-86 (fago eluido de VEGF)
Nombre Secuencia de VH1 | SEC. ID Ne@: (# clones /10)
(residuos 26-35)
Y0241-1 GYDFTNYGIN SEC. ID N2: 19 4
Y0241-6 GYDYTNYGIN SEC. ID N2: 20 3
Y0241-7 GYDWTNYGIN SEC. ID N2: 21 3
TABLA 6

Secuencias de proteina de variantes de anti-VEGF a partir de la Ronda

7 de la biblioteca de YC-90 (fago eluido de VEGF)

Nombre Secuencia de VH2 | SEC. ID N=2: (# clones /10)
(residuos 50-62)
Y0242-1 WINTWTGEPTYAA SEC. ID Ne¢: 22 4
Y0192 6
TABLA 7

Secuencias de proteina de variantes de anti-VEGF a partir de la Ronda

7 de la biblioteca de YC-83 (fago eluido de VEGF)

Nombre Secuencia de VL3 | SEC. ID N=2: (# clones /10)
(residuos 89-97)

Y0241-2 QOYSATPWT SEC. ID N@2: 23 1

Y0241-3 QQOYSNVPWT SEC. ID N@°: 24 3

Y0241-4 QOYSAVPWT SEC. ID N@°: 25 4

Y0241-5 QQYSSVPWT SEC. ID N@¢: 26 1
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TABLA 8

Secuencias de proteina de variantes de anti-VEGF a partir de la Ronda

5 de la biblioteca de YC-95 (fago eluido de VEGF)

Nombre Secuencia de VH3 | SEC. ID N=2: {# clones/10)

{residuos 99-111) =+

inserciones
Y0228-1 YPHYYARERSSHWYFDV SEC. ID Ne=: 27 1
Y0228-2 YPHYYVGETSSHWYFDV SEC. ID N@°: 28 1
Y0228-3 YPHYYARDRSSHWYFDV SEC. ID N°: 29 1
Y0228-4 YPHYYERDGKSSHWYFDV SEC. ID N2: 30 1
Y0228-5 YPHYYRNEKSSHWYFDV SEC. ID N2: 31 1
Y0228-6 YPHYYVGEQSSHWYFDV SEC. ID N@: 32 1
Y0228-7 YPHYYQRDRSSHWYFDV SEC. ID N@: 33 1
Y0228-8 YPHYYQRQSKSSHWYFDV SEC. ID N@°: 34 1
Y0228-9 YPHYYQNEGPSSHWYFDV SEC. ID N¢: 35 1
Y0228-10 YPHYYGNHRSSHWYFDV SEC. ID N@%: 36 1

TABLA 9

Secuencias de proteina de variantes de anti-VEGF a partir de la Ronda

5 de la biblioteca de YC-95 (fago

eluido de HC1l)

Nombre Secuencia de VH3 | SEC. ID N*@: (# clones/10)
(residuos 99-111) +
inserciones
Y0229-1 YPHYYRTERSSHWYFDV SEC. ID Ne=: 37 1
Y0229-2 YPHYYLRDRSSHWYFDV SEC. ID N@°: 38 1
Y0229-4 YPHYYQDEKSSHWYFDV SEC. ID N@¢: 35 1
Y0229-5 YPHYYVGEKSSHWYFDV SEC. ID N@2: 40 1
Y0229-6 YPHYYRDERSSHWYFDV SEC. ID Ne: 41 1
Y0229-7 YPHYYTYDKSSHWYFDV SEC. ID N®2: 42 1
Y0229-8 YPHYYHTRGGSSHWYFDV SEC. ID N@2: 43 1
Y0229-2 YPHYYLNDRSSHWYFDV SEC. ID Ne¢: 44 1
Y0229-10 YPHYYYRDRSSHWYFDV SEC. ID N®°: 45 1

*Y0239-1
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7 de la biblioteca de ¥YC-95 (fago eluido de VEGF)

Nombre Secuencia de VH3 | SEC. ID N¢: (# clones/10)

{residuos 99-111) +

inserciones
Y0239-1 YPHYYRNERSSHWYFDV SEC. ID N2: 46 1
Y0239-2 YPHYYRNDKSSHWYFDV SEC. ID N@°: 47 1
Y0239-3 YPHYYLADRSSHWYFDV SEC. ID Ne: 48 1
Y0239-4 YPHYYVNERSSHWYFDV SEC. ID N®: 49 1
Y0239-5 YPHYYLRDRKSSHWYFDV SEC. ID N®: 50 1
Y¥0239-6 YPHYYLRDGRSSHWYFDV SEC. ID N&: 51 1
Y0239-7 YPHYYERDGRSSHWYFDV SEC. ID N2: 52 1
Y0239-8 YPHYYLRDGRSSHWYFDV SEC. ID N¢: 53 1
Y0239-9 YPHYYLGESSHWYFDV SEC. ID N2: 54 1
Y0239-10 YPHYYLGEKSSHWYFDV SEC. ID N®%: 55 1

TABLA 11

Secuencias de proteina de variantes de anti-VEGF a partir de la Ronda

5 de la biblioteca YC-98 (fago eluido de HC1)

Nombre Secuencia de VH3 | SEC. ID N2: (# clones/10)
(residuos 99-111) +
inserciones
Y0261-1 YPHYYLKDRRSSHWYFDV SEC. ID N@°: 56 2
Y0261-2 YPHYYLRKDGMSSHWYFDV SEC. ID N@¢: 57 2
'Y0239-4 1
'Y0239-9 5
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TABLA 12

Secuencias de proteina de variantes de anti-VEGF a partir de la Ronda

5 de la biblioteca de YC-98 (fago eluido de VEGF)

Nombre Secuencia de VH3 | SEC. ID N2: (# clones/10)

{residuos 99-111) +

inserciones
Y0228-11 YPHYYERQRKSHWYFDV SEC. ID N2: 58 1
Y0228-12 YPHYYREDRKKSHWYFDV SEC. ID N2: 59 1
Y0228-13 YPHYYSHQRRSHWYFDV SEC. ID N@2: 60 1
Y0228-14 YPHYYSGERESHWYFDV SEC. ID N@°: 61 1
Y0228-15 YPHYYQSEGRSHWYFDV SEC. ID N2: 62 1
Y0228-16 YPHYYSVEGGSHWYFDV SEC. ID N2: 63 1
Y0228-17 YPHYYPSPRGSHWYFDV SEC. ID N2: 64 1
Y0228-18 YPHYYQRNGKSHWYFDV SEC. ID N2: 65 1
Y0228-19 YPHYYAREGGSHWYFDV SEC. ID N®%: 66 1
Y0228-20 YPHYYSNERKSHWYFDV SEC. ID N®&: 67 1

TABLA 13

Secuencias de proteina de variantes de anti-VEGF a partir de la Ronda

5 de la biblioteca de YC-98 (fago eluido de HC1l)

Nombre Secuencia de VH3 | SEC. ID N=@: (# clones/10)
(residuos 99-111) +
inserciones
Y0229-11 YPHYYRGDRKSHWYFDV SEC. ID N2: 68 1
Y0229-12 YPHYYSDERKSHWYFDV SEC. ID N@¢: 69 1
Y0229-13 YPHYYRSQRKSHWYFDV SEC. ID N@2: 70 1
Y0229-14 YPHYYAWRDRRSHWYFDV SEC. ID N2: 71 1
Y0229-15 YPHYYANRERKSHWYFDV SEC. ID Ne¢: 72 1
Y0229-16 YPHYYVNDKTSHWYFDV SEC. ID N2: 73 1
Y0229-17 YPHYYVEETESHWYFDV SEC. ID N@¢: 74 1
Y0229-18 YPHYYERERKSHWYFDV SEC. ID N2: 75 1
Y0229-19 YPHYYSHERVSHWYFDV SEC. ID N¢: 76 1
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TABLA 14

Secuencias de proteina de variantes de anti-VEGF a partir de la Ronda
7 de la biblioteca de YC-98 (fago eluido de HCl)
Nombre Secuencia de VH3 | SEC. ID N=@: (# clones /10)

{residuos 99-111) +

inserciones
Y0239-11 YPHYYRDERESHWYFDV SEC. ID N=: 77
Y0239-12 YPHYYAHERKSHWYFDV SEC. ID N2: 78 1
Y0239-13 YPHYYLRDRRKSHWYFDV SEC. ID N@®: 79 1
Y0239-14 YPHYYQHDRTSHWYFDV SEC. ID N2: 80 1
Y0239-15 YPHYYVTDRKSHWYFDV SEC. ID Ne¢: 81 1
Y0239-16 YPHYYLRDRKSHWYFDV SEC. ID N@°: 82 1
Y0239-17 YPHYYSHERKSHWYFDV SEC. ID N®: 83 1
Y0239-18 YPHYYLNERKSHWYFDV SEC. ID Ne¢: 84 1
Y0239-19 YPHYYVNERKSHWYFDV SEC. ID N®: 85 2
Y0240-1 YPHYYLTDHKSHWYFDV SEC. ID N@¢: 86 1

TABLA 15
Secuencias de proteina de variantes de anti-VEGF a partir de la Ronda
8 de la biblioteca de YC-98 (fago eluido de HCl)
Nombre Secuencia de VH3 | SEC. ID N=@: (# clones /10)
{(residuos 99-111}) +

inserciones
Y0261-4 YPHYYLRDGRKSHWYFDV SEC. ID Ne¢: 87 1
Y0261-5 YPHYYRRDRRKSHWYFDV SEC. ID N¢: 88 1
Y0261-6 YPHYYLKDRKSHWYFDV SEC. ID N@°: 89 1
Y0261-7 YPHYYLHDRRSHWYFDV SEC. ID N2: 90 1
Y0261-8 YPHYYLSDRKKSHWYFDV SEC. ID Ng: 91 1
Y0239-19 YPHYYVNERKSHWYFDV SEC. ID Ne°: 92 1
'Y0239-13 1
"Y0239-16 3

Con el fin de cuantificar las afinidades relativas de unién al antigeno, se transformaron diversos ADN de variantes
de anti-VEGF en la cepa 34B8 de E. coli, expresadas como Fab, y se purificaron mediante el paso del “shockate”

periplasmatico a través de una columna de proteina G (Pharmacia) tal y como se describe en W0O98/45331.
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Variante Y0313-2 de combinacion de CDR: Se realiz6 un intento para incrementar la afinidad de unién del antigeno
mediante la combinacién de una mutacién del VH2 de CDR descubierta previamente con una variante de insercién
descrita en la presente invencién. Se utilizé un oligonucleétido mutagénico, YC-107 (Tabla 16), para combinar las
mutaciones de insercion encontradas en el VH3 de CDR, del clon Y0239-19, con mutaciones T28D/N31H del VH2
de CDR del clon Y0243-1 (W098/45331) del VH2 de CDR.

TABLA 16

0ligo de mutagémnesis para afiadir un péptido de insercidén en CDR

Oligo # Regidn {Comentarios) Secuencia SEC. ID N@2;
YC-107 VH3 (insercidn de TAC CCG CAC TAT TAT | SEC. ID N¢:

VNERK de la GTG AAC GAG CGG AAG | 93
biblioteca YC- | AGC CAC TGG TAT TTC
98}

Se designé como Y0313-2 a la variante de CDR combinada resultante. Se prepar6 una muestra de proteina Fab tal
y como se ha descrito anteriormente para el analisis BIACORE™.

Andlisis BIACORE™: Se calcularon las afinidades de unién a VEGF de los fragmentos de Fab a partir de constan-
tes de la velocidad de asociacién y disociacién medidas utilizando un sistema de resonancia de plasmén de superficie
(BIACORE™, Inc., Piscataway, NJ). Se activ6 un chip biosensor para el acoplamiento covalente de VEGF utilizando
clorhidrato de N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) segtin las ins-
trucciones del proveedor (BIACORE™, Inc., Piscataway, NJ). E1 VEGF (8-109) se intercambié tamponado en 20 mM
de acetato sédico, a pH 4,8 y se diluy6 hasta aproximadamente 50 mg/mL. Se inyectaron alicuotas de VEGF a una
velocidad de flujo de 2 uL/min para conseguir aproximadamente 700-1400 unidades de respuesta (RU) de proteina
acoplada. Se inyecté una solucion de etanolamina 1M como agente de bloqueo.

Para las mediciones cinéticas, se inyectaron diluciones dobles en serie de Fab en tampén de PBS/TWEEN (0,05%
de TWEEN 20™ en solucién salina tamponada de fosfato) a 25°C a una velocidad de flujo de 10 uL/min. Se calcularon
las constantes de disociacidn en equilibrio, las Kds, a partir de las mediciones de SPR, como “koff/kon” (Tabla 17).

TABLA 17
Cinética de la unidén Fab-VEGF a partir de las mediciones
de BIACORE™
Variante | Kon(10%/M/s) | koff (10%/s) | Kd(nM) |Kd(wt)/Kd (mut)

Y0192 4,1 1,21 2,9 -1-
v0241-4 4,4 1,41 3,2 0,9
Y0241-7 4,6 1,28 3,0 1,0
v0241-6 4,7 1,29 2,7 1,1
v0242-1 4,7 0,86 1,8 1,6
Y0239-19 3,6 0,10 0,30 9,7
Y0239-8 3,8 0,18 0,50 5,8
Y0240-1 2,5 0,13 0,50 5,8
Y0239-2 3,6 1,64 4,6 0,6
Y0239-12 5,7 0,34 0,6 4,8
Y0239-9 3,97 0,19 0,5 6,0
Y0261-6 4,4 0,25 0,6 5,0
Y0313-2 3,11 0,11 0,36 8,0
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Los resultados de las mediciones de SPR demostraron que la afinidad aumentaba principalmente mediante una
velocidad de disociacién mds lenta (en oposicion a la asociacion mds rdpida).

Para la variante de insercién Y0239-19, se observé un incremento de aproximadamente 10 veces en la afinidad de
unién (Tabla 17). No obstante, la adicion de las mutaciones de VH1 no incrementaron adicionalmente la afinidad, tal
y como se indic6 para la variante Y0313-2.

Ensayo de VEGF Basado en Células: Se ensayaron dos variantes de Fab del anticuerpo anti-VEGF acerca de
su capacidad de antagonizar VEGF (recombinante; version 1-165) en la induccién del crecimiento de las HuVECs
(células endoteliales de la vena umbilical humana). Se utilizé el ensayo con azul de alamar (H. Gazzano-Santoro ef al.
J Immunol Methods 202:163-171 (1997)) para medir la actividad metabdlica de células en respuesta a la VEGFE.

Se ensayaron dos variantes de Fab del anticuerpo anti-VEGF acerca de su capacidad de antagonizar la actividad
de VEGF (recombinante; versién 1-165) en la induccién del crecimiento se las HuVECs (células endoteliales de la
vena umbilical humana). Se siembran las células HuVEC en una placa de microtitulacién de 96 pocillos en medio
completo (Cell Systems, Kirkland, WA) que se habia recubierto con factor de unién de Cell Systems. Las células
se dejarén unirse durante 24 horas. En el segundo dia, se diluyen VEGF y Fab en medio de ensayo (DMEM/F12
+ penicilina/estreptomicina, 0,1% de gelatina). Para los experimentos con anticuerpoa, se afiade una concentracién
constante de 5 ng/ml de VEGF a todos los pocillos seguido de la adicién de varias concentraciones de Fab de anti-
VEGF (aproximadamente 10 pug/mL y diluciones). E1 VEGF y el Fab se incuban con las células HuVEC durante 2
dias, tras lo cual se afiaden 25 mL de azul de alamar. Tras un periodo de incubacién de 4 horas, se lee la fluorescencia
en un lector de Placa de Fluorescencia de Cytoflour. Los medios utilizados para estos ensayos son de Cell Systems.

Los resultados (Figura 2) muestran que el Fab con la variante de insercién Y0313-2 tiene aproximadamente una
potencia incrementada de 100 veces mas que el anticuerpo humanizado original, F(ab)-12.

Cristalizacion y Determinacion de la Estructura por Rayos X del Fab con la Insercion Y0313-2 formando un com-
plejo con VEGF: Los cristales de VEGF formando un complejo con el fragmento Y0313 de Fab se desarrollaron a
temperatura ambiente mediante la difusién de vapor utilizando el método de la gota colgante. El tamp6n de cristali-
zacion que contenia cloruro de sodio 0,1 M, Tris 20 mM a pH 7,5, y el complejo VEGF:Fab a una concentracion de
8 mg/mL se mezclé con una misma cantidad de solucién de reserva (PEG 4000 al 15%, isopropanol al 5%, MES 0,1
mM, pH 6,0, Citrato 0,2 M, Sulfato de Amonio 0,2 My 1 mM de SPADNSs 4cido (2-(p-sulfofenilazo)-1,8-dihidroxi-
3,6-naftaleno disulfénico)). Los cristales resultantes pertenecen al grupo espacial monoclinico P2 con pardmetros de
célda de a=107,6 A, b=65,8 A, c=123,8 A, y $=93,4° y contienen un dimero de VEGF unido a dos fragmentos de Fab
en la unidad asimétrica.

Previamente al enfriamiento stbito con nitrégeno liquido, se sumergieron los cristales en las aguas madres arti-
ficiales que contenian glicerol al 20%. Se recogieron una serie de datos de difraccién a partir de un dnico cristal a
100 K en un detector CCD en la Advanced Light Source (Berkeley, CA). Se procesaron los datos utilizando MOS-
FLM (Leslie, A MOSFLM Users Guide, MRC-LMB, Cambridge (1994)) y programas del grupo CCP4 (Collaborative
Computing Project No. 4 Acta Crystallog. sect. D, 50: 760-763 (1994)). El conjunto de datos finales fueron de buena
calidad (Rsim = 7,4%) con una completacién del 94,5% para todos las reflexiones entre 25 A y 2,8 A de resolucién.

Se obtuvieron fases iniciales para el complejo mediante substitucién molecular, utilizando los dominios constantes
y los dominios variables del fragmento de Fab F(ab)-12 como modelos de busqueda separados. Podria colocarse
un modelo del dominio de unién al receptor de VEGF de modo inequivoco en un mapa de diferencias de densidad
resultante.

El refinamiento del modelo con el programa X-PLOR (Bruenger et al. Science 235: 458-460. (1987)) tuvo como
resultado un valor final de R del 21,2% con una R libre del 26,6% utilizando todos los datos entre 2,8 A y 25 A.

Nuevos Contactos Anticuerpo-Antigeno en el Complejo de Fab con Insercion con VEGF: Los resultados de la
cristalografia de rayos X muestran que la introduccién de la insercién (Asn 104a, Glu 104b y Arg 104c (nota: la nu-
meracién de los residuos de Y0313-2 es secuencial con residuos insertados dada una letra, en lugar de segtin Kabat et
al., supra) junto con las dos sustituciones (G104V y S105K) que la rodean, incrementa la cantidad total de superficie
enterrada en el punto de contacto entre VEGF y el anticuerpo en aproximadamente un 20% (ver Figura 4), en com-
paracién con la estructura del complejo F(ab)-12 (Muller ef al., Structure 6(9): 1153-1167 (1998)). Los principales
contribuyentes en la ampliacion del drea de contacto son los residuos Val 104 y Arg 104c. Juntos, estos dos residuos
justifican los 220 A? adicionales de superficie enterrada en el fragmento de Fab. La cadena lateral de la Val 104 estd
empaquetada de forma apretada contra la cadena principal de los residuos 93 a 95 de VEGF. La Arg 104c recién
introducida forma una interaccién cargada con el grupo carboxilo de la Asp 41 de VEGF y también esta en contacto
con el anillo de fenilo de la Tyr 39 (ver Figura 5). Se hacen contribuciones menores al punto de contacto por parte de
la cadena lateral de la Lys 105 que se encuentra en las proximidades de los residuos de VEGF Glu 44 y Tyr 45. Las
cadenas laterales de los residuos Asn 104b y Glu 104b se alejan del punto de contacto y ninguno de ellos contribuye
de forma significativa al punto de contacto entre el fragmento de Fab y el VEGFE.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de produccién de una variante de anticuerpo anti factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) de un anticuerpo parental, comprendiendo dicho procedimiento la insercién de dos a diez residuos de ami-
nodcido en una Regién Determinante de Complementariedad (CDR) H3 de un dominio variable de cadena pesada del
anticuerpo parental, en el que la variante del anticuerpo anti-VEGF tiene una afinidad de unién por el factor de creci-
miento endotelial vascular (VEGF) que es por 1o menos dos veces més fuerte que la afinidad de unién del anticuerpo
parental, y en el que por lo menos uno de los residuos insertados es arginina o lisina, o la insercién es contigua al
residuo nimero 100 del dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo parental, utilizando la numeracion de
residuos del dominio variable segtin Kabat.

2. Procedimiento segtn la reivindicacién 1, en el que los residuos insertados son VNERK.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 o la reivindicacion 2, en el que la variante del anticuerpo tiene una
afinidad de unién por VEGF que es por lo menos aproximadamente cinco veces mds fuerte que la afinidad de unién
del anticuerpo parental por VEGF.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el anticuerpo parental es un anti-
cuerpo humanizado.

5. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones de 1 a 3, en el que el anticuerpo parental es un anticuerpo
humano.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que por lo menos uno de los residuos
insertados tiene una carga neta positiva o una carga neta negativa.

7. Procedimiento segtn la reivindicacion 1, en el que la insercion consiste en tres residuos de aminodcido inserta-
dos.

8. Procedimiento segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademads una sustitucion de
aminodcido en la regién hipervariable.

9. Variante de anticuerpo anti factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) de un anticuerpo parental, cuya
variante de anticuerpo anti-VEGF comprende una insercién de un aminodcido dentro de una Regién de Determinante
de Complementariedad (CDR) H3 o contigua a ésta de un dominio variable de cadena pesada del anticuerpo parental,
en el que la variante del anticuerpo anti-VEGF tiene una afinidad de unién por el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF) que es por 1o menos dos veces mds fuerte que la afinidad de unién del anticuerpo parental y en el que
la CDR H3 del dominio variable de la cadena pesada de la variante del anticuerpo anti-VEGF comprende la secuencia
de aminoécidos seleccionada del grupo que consiste en la SEC ID N°:85, SEC ID N°:53, SEC ID N°:86, SEC ID
N°:78, SEC ID N°:54, y SEC ID N°:89.

10. Variante del anticuerpo anti-VEGF segtn la reivindicacién 9, en la que la CDR H3 del dominio variable de la
cadena pesada de la variante de anticuerpo anti-VEGF comprende la secuencia de aminoacidos de SEC ID N°:85.

11. Variante del anticuerpo anti-VEGF segtn la reivindicacién 9, que comprende un dominio variable de cadena
pesada que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N°:98 o la SEC ID N°:99.

12. Variante del anticuerpo anti-VEGF segtin la reivindicacion 11, que comprende los dominios variables de ca-
dena pesada y ligera del anticuerpo Y0239-19 que tiene las secuencias de aminodcidos de SEC ID N°: 98 y 95,
respectivamente.

13. Variante del anticuerpo anti-VEGF segtin la reivindicacién 11, que comprende los dominios variables de cadena
pesada y ligera del anticuerpo Y0313-2 que tiene las secuencias de aminodcidos de SEC ID N°: 99 y 95, respectiva-
mente.

14. Variante del anticuerpo anti-VEGF segtin cualquiera de las reivindicaciones 9 a 13 para su uso en terapia.

15. Composicién que comprende una variante del anticuerpo anti-VEGF segtin cualquiera de las reivindicaciones
9 a 13 y un portador farmacéuticamente aceptable.

16. Molécula de 4cido nucleico aislada que codifica la variante del anticuerpo anti-VEGF segin cualquiera de las
reivindicaciones 9 a 13.

17. Vector que comprende la molécula de 4cido nucleico segin la reivindicacién 16.

18. Célula huésped transformada con el vector segtn la reivindicacién 17.
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19. Procedimiento de produccién de una variante del anticuerpo anti-VEGF que comprende el cultivo de la célula
huésped segtin la reivindicacién 18, de manera que se expresa el dcido nucleico.

20. Procedimiento segtn la reivindicacién 19, que comprende ademds la recuperacién de la variante del anticuerpo
5 anti-VEGF del cultivo de la célula huésped.

21. Procedimiento segun la reivindicacién 20, en el que la variante del anticuerpo se recupera del medio de cultivo

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

de la célula huésped.
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FIGURA 1A
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FIGURA 1B
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Genentech, Inc.

<120> VARIANTES DE ANTICUERPOS
<130> P146R1PCT

<141> 1999-11-16

<150> US 60/108.945
<151> 1998-11-18

<160> 99

<210> 1

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-32

<223> oligo del desplazamiento del marco de lectura

<400> 1

cigtcaacag tatagctacc gtgecgtgga cg 32

<210>2

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-32

<223> oligo del desplazamiento del marco de lectura

<400> 2

gcagctictg gctatgacct icaccaacta tg 32

<210>3
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-33

<223> oligo del desplazamiento del marco de lectura
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<400> 3
gatggattaa cacctatgac cggtgaaccg acc 33

<210>4

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> Artificial
<222> 1-34

<223> oligo del desplazamiento del marco de lectura

<400> 4
gatggattaa cacctattga accgacctat getg 34

<210>5

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Artificial
<222>1-35

<223> oligo del desplazamiento del marco de lectura

<400> 5

gtaccegceac tattatgage agecactggt atttc 35

<210> 6

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Artificial
<222>1-32

<223> oligo del desplazamiento del marco de lectura

<400> 6

gtacecgceac tattatgage cactggtatt tc 32

<210>17

<211>43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Artificial
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<222> 1-43

<223> oligo aleatorio

<220>

<221> desconocido

<222> 17-18, 20-21, 23-24, 26-27
<223> base desconocida

<400> 7
ctgtcaacag tatagcnnsn nsnnsnnsac cgtgcegtgg acg 43

<210> 8

<211>49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> Artificial
<222> 1-49

<223> oligo aleatorio

<220>

<221> desconocido

<222>17-18, 20-21, 23-24, 26-27, 29-30, 32-33
<223> base desconocida

<400> 8

ctgtcaacag tatagennsn nsnnsnnsnn snnsaccgty ccgtggacg 49

<210>9

<211> 43

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> Artificial
<222>1-43

<223> oligo aleatorio

<220>
<221> desconocido
<222>16-17, 19-20, 22-23, 25-26

<223> base desconocida
<400> 9

gcagcttctg getatnnsnn snnsnnsacc ttcaccaact atg 43

<210> 10
<211> 46
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>

<221> Artificial
<222> 1-46

<223> oligo aleatorio

<220>

<221> desconocido

<222> 16-17, 19-20, 22-23, 25-26, 28-29
<223> base desconocida

<400> 10

gcagcttetg getatnnsnn snnsnnsnns accttcacca actatg 46

<210> 11

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> Artificial
<222> 1-49

<223> oligo aleatorio

<220>

<221> desconocido

<222>16-17, 19-20, 22-23, 25-26, 28-29, 31-32
<223> base desconocida

<400> 11

gcagcttetg getatnnsnn snnsnnsnns nnsaccttca ccaactatg 49

<210> 12

<211> 41

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial
<222> 1-41

<223> oligo aleatorio

<220>

<221> desconocido
<222> 18-19, 21-22, 24-25
<223> base desconocida
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<400> 12

gatggattaa cacctatinns nnsnnsaccg gtgaaccgac ¢ 41

<210> 13

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> Artificial
<222> 1-44

<223> oligo aleatorio

<220>

<221> desconocido

<222> 18-19, 21-22, 24-25, 27-28
<223> base desconocida

<400> 13

gatggattaa cacctatnns nnsnnsnnsa ccggtgaacc gacc 44

<210> 14

<211> 51

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Secuencia Artificial
<222> 1-51

<223> oligo aleatorio

<220>

<221> desconocido

<222> 18-19, 21-22, 24-25, 27-28, 30-31, 33-34
<223> base desconocida

<400> 14

gatggattaa cacctatnns nnsnnsnnsn nshnsgaacc gacctatget 50

g 51

<210> 15

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial
<222> 1-46

<223> oligo aleatorio
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<220>

<221> desconocido
<222>17-18, 20-21, 23-24, 26-27
<223> base desconocida

<400> 15
gtacccgeac tattatnnsn nsnnsnnsag cagccactgg tattic 46

<210> 16

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial
<222> 1-46

<223> oligo aleatorio

<220>

<221> desconocido

<222> 17-18, 20-21, 23-24, 26-27
<223> base desconocida

<400> 16
gtacccgceac tattatnnsn nsnnsnnsag cagecactgg tatttc 46

<210> 17

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial
<222> 1-46

<223> oligo aleatorio

<220>

<221> desconocido

<222> 17-18, 20-21, 23-24, 26-27, 29-30
<223> base desconocida

<400> 17

<210> 18

<211> 49

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<221> Artificial
<222> 1-49

<223> oligo aleatorio

<220>

<221> desconocido

<222> 17-18, 20-21, 23-24, 26-27, 29-30, 32-33
<223> base desconocida

<400> 18

gtaccegeac tattatnnsn nsnnsnnsnin snnsagccac tggtatitc 49

<210> 19

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-10

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 19

Gly Tyr Asp Phe Thr Asn Tyr Gly Ile Asn
1 S 10

<210> 20

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-10

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 20

Gly Tyr Asp Tyr Thr Asn Tyr Gly Ile Asn
1 5 10

<210> 21

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> Artificial



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2301 254 T3

<222>1-10
<223> Secuencia de CDR variante

<400> 21

Gly Tyr Asp Trp Thr Asn Tyr Gly Ile Asn
1 5 10

<210> 22
<211>13
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-13

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 22
Trp Ile Asn Thr Trp Thr Gly Glu Pro Thr Tyr Ala Ala
1 5 10
<210> 23
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-9

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 23

Gln Gln Tyr Ser Ala Thr Pro Trp Thr
1 5 9

<210> 24

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-9

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 24

Gln Gln Tyr Ser Asn Val Pro,Trp Thr
1 5 9

13
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<210> 25

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-9

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 25

Gln Gln Tyr Ser Ala Val Pro Trp Thr
1 5 9

<210> 26

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-9

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 26

Gln Gln Tyr Ser Ser Val Pro Trp Thr
1 5 S

<210> 27
<211> 17

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 27

Tyr Pro Eis Tyr Tyr Ala iLys Glu Arg Ser Ser His Trp Tyr Phe

1 5 10

Asp Val
17

<210> 28

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 28

Tyr Pro His Tyr Tyr Val Gly Glu Thr Ser Ser His Trp Tyr Pne

1 S 10 15
Asp val
17
<210> 29
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 29

Tyr Pro His Tyr Tyr Ala Arg Asp Arg Ser Ser His Trp Tvr Phe
1 S 10 15

Asp Val
17

<210> 30
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-18

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 30
Tyr Pro His Tyr Tyr Glu Arg Asp Gly Lys Ser Ser His Trp Tyr
1 5 10 15
Phe Asp Val
18
<210> 31
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

10
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<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 31
Tyr Pro His Tyr Tyr Arg Asn Glu Lys Ser Ser His Trp Tyr Phe
1 5 10 : 15
Asp Val
17
<210> 32
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 32

Tyr Pro His Tyr Tyr Val Gly Glu Gln Ser Ser His Trp Tyr Phe
1 5 10 15

Asp Val
17
<210> 33
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 33
Tyr Pro His Tyr Tyr Gln Arg Asp Arg Ser Ser Mis Trp Tyr Phe
1 5 10 15
Asp Val
17
<210> 34
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

11
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<220>

<221> Artificial

<222>1-18

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 34

Tyr Pro His Tyr Tyr Gln Lys Gln Ser Lys Ser Ser His Trp Tvyr
1 S 10 15

Phe Asp Val
18

<210> 35
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-18

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 35

T™yr Pro His Tyr Tyr Gln Asn Glu Gly Pr¢ Ser Ser His Trp Tyr
1 S 10 15

Phe Asp Val
18

<210> 36
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 36

Tyr Pro His Tyr Tyr Gly Asn His Arg Ser Ser His Trp Tyr Phe

1 5 10
Asp Val
17
<210> 37
<211> 17

12
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 37

Tyr Pro His Tyr Tyr Arg Thr Glu Lys Ser Ser HKis Trp Tyr Phe

1
Asp Val
17
<210> 38
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 38

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Lys Asp Arg Ser Ser His Trp Tyvr Phe

1
Asp Val
17
<210> 39
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 39

Tyr Pro His Tyr Tyr Gln Asp Glu Lys Ser Ser His Trp Tyr Phe
10

1

Asp Val
17

ES 2301 254 T3
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<210> 40
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 40

ES 2301 254 T3

Tyr Pro His Tyr Tyr Val Gly Glu Lys Ser Ser His Trp Tyr Phe

1
Asp Val
17
<210> 41
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 41

Tyr Pro His Tyr Tyr Arg Asp Glu Arg Ser Ser His Trp Tyr P
5

1
Asp Val
17
<210> 42
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante
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<400> 42

Tyr Pro His Tyr Tyr Thr Tyr Asp Lys Ser Ser His Trp Tyr Phe

1 5 10 15
Asp Val
17
<210> 43
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-18

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 43

Tyr Pro His Tyr Tyr His Thr Arg Gly G}y Ser Ser His Trp Tyr
1 S 10 15

Phe Asp Val
18

<210> 44

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 44

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Asn Asp Lys Ser Ser His Trp Tyr Phe
1 S 10 15

Asp Vval
17

<210> 45
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> Artificial
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<222> 1-17
<223> Secuencia de CDR variante

Tyr Pro His Tyr Tyr Tvr Arg Asp Arg Ser Ser His Trp Tyr Phe
10

<400> 45
1
Asp Val
17
<210> 46
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 46

Tyr Pro His Tyr Tyr Arg Asn Glu Arg Ser Ser His Trp Tyr Phe

1l
Asp Val
17
<210> 47
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 47

Tyr Pro His Tyr Tyr Lys Asn Asp Lys Ser Ser His Trp Tyr Phe
10

1
Asp Val
17
<210> 48
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

ES 2301 254 T3
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<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 48

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Ala Asp Arg Ser Ser His Trp Tyr Phe
10

1
Asp Val
17
<210> 49
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 49

Tyr Pro His Tyr Tyr Val Asn Glu Arg Ser Ser His Trp Tyr Phe
10

1
Asp Val
17
<210> 50
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 50

ES 2301 254 T3
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Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Lys Asp Lys Ser Ser His Trp Tyr Phe

Asp Val
17

17

10
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<210> 51
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-18

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 51

Tyr Pro His Tyr Tvyr Leu Lys Asp Gly Arg Ser Ser His Trp Tyr

1 5 10 i5
Phe Asp Val
18
<210> 52
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-18

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 52

Tyr Pro His Tyr Tyr Glu Arg Asp Gly Arg Ser Ser His Trp Tyr
1 ) 10 15

Phe Asp Val
18

<210> 53

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-18

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 53
Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Arg Asp Gly Arg Ser Ser His Trp Tyr
1 5 10 15
Phe Asp Val
18
<210> 54

18
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<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-16

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 54

ES 2301 254 T3

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Gly Glu Ser Ser His Trp Tyr Phe Asp

i

val
16

<210> 55

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 55

S

10

15

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Gly Glu Lys Ser Ser His Trp Tyr Phe

1
Asp Val
17
<210> 56
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-18

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 56

5

10

15

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Lys Asp Arg Arg Ser Ser His Trp Tyr

1

Phe Asp Val
18

5

19

10

15
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<210> 57
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-18

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 57

ES 2301 254 T3

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Lys ASp Gly Met Ser Ser His Trp Tyr

1
Phe Asp val
18
<210> 58
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 58

S

10

15

Tyr Pro His Tyr Tyr Glu Lys Gln Arg Lys Ser His Trp Tyr Phe

1
Asp Val
17
<210> 59
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 59

5

10

15

Tyr Pro His Tyr Tyr Lys Glu Asp Lys Lys Ser His Trp Tyr Phe

1

Asp Val
17

5

20

10

15
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<210> 60

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 60

Tyr Pro His Tyr Tyr Ser His Gln Lys Arg Ser His Trp Tyr Phe

1 S 10 15
Asp Val
17
<210> 61
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 61
Tyr Pro His Tyr Tyr Ser Gly Glu Arg Glu Ser His Trp Tyr Phe
1 5 10 15
Asp Val
17
<210> 62
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 62

Tyr Pro His Tyr Tyr Gln Ser Glu Gly Arg Sexr His Trp Tyr Phe
1 ) 10 15

Asp Val
17

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2301 254 T3

<210> 63
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 63
Tyr Pro His Tyr Tyr Ser Val Glu Gly Gly Ser His Trp Tyr Phe
1 5 10 15
Asp Val
17
<210> 64
<211>17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 64
Tyr Pro His Tyr Tyr Pro Ser Pro Arg Gly Ser His Trp Tyr Phe
1 S 10 15
Asp Val
17
<210> 65
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 65

Tyr Pro His Tyr Tyr Gln Arg Asn Gly Lys Ser His Trp Tyr Phe

1 S 10 15
Asp Val
17
<210> 66
<211> 17

22
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 66

Tyr Pro His Tyr Tyr Ala Arg Glu Gly Gly Ser His Trp Tyr Phe

1
Asp Val
17
<210> 67
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 67

Tyr Pro His Tyr Tyr Ser Asn Glu Arg Lys Ser His Trp Tyr Phe

1
Asp Val
17
<210> 68
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 68

Tyr Pro His Tyr Tyr Arg Gly Asp Arg Lys Ser His Trp Tyr Phe

1

Asp Val
17

ES 2301 254 T3
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<210> 69
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 69

Tyr Pro His Tyr Tyr Ser Asp Glu Lys Lys Ser His Trp Tyr P

1
Asp Val
17
<210> 70
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 70

5

ES 2301 254 T3

10

he

15

Tyr Pro His Tyr Tyr Arg Ser Gln Arg Lys Ser His Trp Tyr Phe

1
Asp Val
17
<210> 71
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-18

<223> Secuencia de CDR variante

5
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<400> 71

Tyr Pro His Tyr Tyr Ala Trp Arg Asp Arg Arg Ser His Trp Tyr

1 5 10 15
Phe Asp Val
18
<210> 72
<211>18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-18

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 72

Tyr Pro His Tyr Tyr Ala Asn Arg Glu Arg Lys Ser His Trp Tyr

1 ) 10 18
Phe Asp Val
18
<210> 73
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 73

Tyr Pro His Tyr Tyr Val Asn Asp Lys Thr, Ser His Trp Tyr Phe

1 5 10 15
Asp Val
17
<210> 74
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222> 1-17

<223> Secuencia de CDR variante

25
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<400> 74

Tyr Pro His Tyr Tyr Val Glu Glu Thr Glu Ser His Trp Tyr Phe
10

1
Asp Val
17
<210>75
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 75

Tyr Pro His Tyr Tyr Glu Lys Glu Arg Lys Ser His Trp Tyr Phe

1l
Asp Vval
17
<210> 76
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 76

Tyr Pro His Tyr Tyr Ser His Glu Arg Val Ser His Trp Tyr Phe

1
Asp Val
17
<210> 77
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> Artificial

ES 2301 254 T3
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<222> 1-17
<223> Secuencia de CDR variante

<400> 77

Tyr Pro His Tyr Tyr Arg Asp Glu Arg Glur*Ser His Trp Tyr Phe
10

1
Asp Val
17
<210> 178
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 78

ES 2301 254 T3

Tyr Pro His Tyr Tyr Ala His Glu Lys Lys Ser His Trp Tyr Phe

35

40

45

50

55

60

65

1 S 10 15
Asp Val
17
<210> 79
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 79

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Lys Asp Arg Lys Ser His Trp Tyr Phe

1
Asp Val
17
<210> 80
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

10
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<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 80

Tyr Pro His Tyr Tyr Gln His Asp Arg Thr Ser His Trp Tyr Phe
10

1 5
Asp Val
17
<210> 81
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 81

Tyr Pro His Tyr Tyr Val Thr Asp Arg Lys Ser His Trp Tyr Phe

1 5
Asp Val
17
<210> 82
<L211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 82

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Arg Asp Lys Lys Ser His Trp Tyr Phe

1 S
Asp val
17
<210> 83
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

ES 2301 254 T3
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<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 83

Tyr Pro His Tyr Tyr Ser His Glu Arg Lys Ser His Trp Tyrx Phe

1
Asp Val
17
<210> 84
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 84

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Asn Glu Arg Lys Ser His Trp Tyr Phe

1l
Asp Val
17
<210> 85
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 85

Tyr Pro His Tyr Tyr Val Asn Glu Arg Lys Ser His Trp Tyr Phe

1
Asp Val
17
<210> 86
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

ES 2301 254 T3
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<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 86

ES 2301 254 T3

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Thr Asp His Lys Ser His Trp Tyr Phe

1
Asp Val
17
<210> 87
<211> 18
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-18

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 87

S

10

15

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Lys Asp Gly Lys Lys Ser His Trp Tyr

1
Phe Asp Val
i8
<210> 88
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

5

10

15

Tyr Pro His Tyr Tyr Arg Arg Asp Lys Lys Ser His Trp Tyr Phe

<400> 88
1
Asp Val
17
<210> 89
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

S

30

10
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<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 89

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Lys Asp Lys Lys Ser His Trp Tyr Phe

1 S
Asp Vval
17
<210> 90
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 90

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu His Asp Arg Lys Ser His Trp Tyr Phe

1 5
Asp Vval
17
<210>91
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 91

Tyr Pro His Tyr Tyr Leu Ser Asp Lys Lys Ser His Trp Tyr Phe
10

1 S
Asp Val
17
<210> 92
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

ES 2301 254 T3
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<220>

<221> Artificial

<222>1-17

<223> Secuencia de CDR variante

<400> 92

Tyr Pro His Tyr Tyr Val Asn Glu Arg Lys Ser His Trp Tyr Phe

1l 5
Asp Val
17
<210>93
<211>45
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> Artificial
<222> 1-45

<223> oligo de mutagénesis

<400> 93

tacccgeact attatgtgaa cgagcggaag agecactggt attte 45

<210> 94
<211> 110
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<221> Artificial
<222>1-110

<223> dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo humanizado
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<400> 94

Asp
1

Gly

Ile

<210> 95
<211>110
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ile

Asp

Tyr

Leu

Phe

Ser

Ser

Lys

<221> Artificial

<222>1-110

Gln

Arg

Leu

Ile

Ser

Leu

Thr

Arg

Met

val

Asn

Tyr

Gly

Gln

val

Thr

Thr
Thr
20

Trp
35

Phe
50

Ser
65

Pro
80

Pro

95

val
110

ES 2301 254 T3

Gln Ser

Ile Thr

Tyr Gln

Thr Ser

Gly Ser

Glu Asp

Trp Thr

Pro Ser Ser
10

Cys Ser Ala
25

Gln Lys Pro
40

Ser Leu His
55

Gly Thr Asp
70

pPhe Ala Thr
85

Phe Gly Gln
100

<223> dominio variable de la cadena ligera del anticuerpo humanizado

33

Leu

Ser

Gly

Ser

Phe

Tyr

Gly

Serxr

Gln

Lys

Gly

Thr

Tyr

Thr

Ala

Asp

Ala

val

Leu

Cys

Lys

Ser

Ile

Pro

Pro

Thr

Gln

val

val
15

Ser
30

Lys
45

Ser
60

Ile
75

Gln
90

Glu
105
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<400> 95
Asp
1

Gly

Asn

Ile

<210> 96
<211>118
<212> PRT

ES 2301 254 T3

Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro
Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys
20

Tyr Leu Asn Trp Tyr Gln Gln
35

veéu Ile Tyr Phe Thr Ser Ser
50

Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
65

Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe
B8O

Ser Thr vVal Pro Trp Thr Phe
95

Lys Arg Thr Val
110

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-118

Ser

Arg

Lys

Leu

Thr

Ala

Gly

Ser
10

Ala
25

Pro
40
His
55

Asp
70

Thr
8sS

Gln
100

<223> dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo humanizado

<400> 96

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly
10

1 5

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
25

20

Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
40

35

Leu

Asn

Gly

Ser

Phe

Gly

Leu

Gly

Pro

Glu Trp Val Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly
S5

50

Ala Ala Asp Phe Lys Arg Arg Phe Thr Phe Ser

34

Ser Ala Ser

Glu Gln Leu

Lys Ala Pro

Gly val Pro

Thr Leu Thr

Tyr Cys Gln

Thr Lys Val

Val Gln Pro

Tyr Thr Phe

Gly Lys Gly

Glu Pro Thr

Leu Asp Thr

val
15

Serx
30

Lys
45

Ser
60

Ile
75

Gln
90

Glu
105

Gly
15

Thr
30

Leu
45

Tyx
60

Ser
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65 70 75

Lys Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
80 85 90

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Tyr Pro His Tyr Tyr Gly Ser
95 100 105

Ser His Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu
110 115 118

<210> 97
<211> 118
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222> 1-

118

<223> dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo humanizado

<400> 97

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val Gln Pro

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Asp Phe

20 25

His Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly

35 40

Glu Trp Val Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr

50 55

Ala Ala Asp Phe Lys Arg Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr

65 70

Lys Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu

80 85

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Tyr Pro His Tyr Tyr Gly

95 100

Ser His Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr Leu

<210> 98

110 115 118

<211> 121
<212> PRT

35

Gly
15

Thr
30

Leu
45

Tyr
60

Ser
75

Asp
90

Ser
105
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222> 1-121

<223> dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo humanizado

<400> 98

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly
1 5 10 15

Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
20 25 30

Asn Tyr Gly Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu
35 40 45

Glu Trp Val Gly Trp Ile Asn Thr Tyr Thr Gly Glu Pro Thr Tyr
S0 5% 60

Ala Ala Asp Phe Lys Arg Arg Phe Thr Phe Ser Leu Asp Thr Ser
65 70 75

Lys Ser Thr Ala Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp
80 8s 90

Thr Ala Val Tyr Tyr Cys Ala Lys Tyr Pro His Tyr Tyr Val Asn
95 100 108

Glu Arg Lys Ser His Trp Tyr Phe Asp Val Trp Gly Gln Gly Thr
110 115 120

Leu
121

<210> 99

<211> 121

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<221> Artificial

<222>1-121

<223> dominio variable de la cadena pesada del anticuerpo humanizado

60
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<400> 99

Glu

Gly

His

Glu

Ala

Lys

Thr

Glu

Leu
121

val

Ser

Tyr

Trp

Ala

Ser

Ala

Arg

Gln Leu

Leu Arg

Gly Het

Val Gly

Asp Phe

Thr Ala

Val Tyr

Lys Ser

Val
Leu
20

Asn
3s

Trp
50

Lys
65

Tyr
80

Tyr

95
His
110

ES 2301 254 T3

Glu

Ser

Trp

Ile

Axg

Leu

Cys

Trp

Ser

Cys

val

Asn

Arg

Gln

Ala

Tyr

Gly

Ala

Arg

Thr

Phe

Met

Lys

Phe

37

Gly

Ala

Gln

Tyr

Thr

Asn

Tyr

Asp

Gly
10

Ser
25

Ala
40

Thr
55

Phe
70

Ser
85

Pro
100

val
115

Leu

Gly

Pro

Gly

Ser

Leu

His

Trp

Val

Tyr

Gly

Glu

Leu

Arg

Tyr

Gly

Gln

Asp

Lys

Pro

Asp

Ala

Tyr

Gln

Pro

Phe

Gly

Thr

Thr

Glu

val

Gly

Gly
15

Thr
30

Leu
45

Tyr
60

Ser
15

Asp
90

Asn
105

Thr
120
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