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COMPOSICIONES POLIPEPTIDICAS QUE SE ENLAZAN CON EL CD20.
DESCRIPCION.
CAMPO DE LA INVENCIO N

La presente invencién se refiere a composiciones polipeptidicas que se

enlazan con el antigeno CD20. De una manera mas especifica, la invencion se refiere
a composiciones polipeptidicas que se enlazan con el antigeno CD20 humano y a
procedimientos para el empleo de las composiciones. Tales composiciones
polipeptidicas incluyen anticuerpos quiméricos, fragmentos de anticuerpos y
proteinas de fusion de un anticuerpo o de un fragmento de anticuerpo con una
citocina.

FUNDAMENTO DE LA INVENCION

Existen muchos casos en los que la eficacia de una proteina terapéutica esta
limitada por una reaccién inmune no deseada con respecto a la proteina terapéutica.
Diversos anticuerpos monoclonales de ratdon se han mostrado prometedores como
terapias para controlar un numero de enfermedades humanas pero, en ciertos casos,
han fallado como consecuencia de la induccion de grados significativos de una
respuesta de anticuerpo humano antimurino (HAMA) (Schroff, R. W. et al. (1985)
Cancer Res. 45: 879-885; Shawler, D.L. et al. (1985) J. Immunol. 135: 1530-1535).
Se ha desarrollado un numero de técnicas para los anticuerpos monoclonales en un
intento de reducir la respuesta HAMA (WOA8909622; EPA0239400; EPA0438310;
WOA9106667; EPA0699755). Los enfoques del ADN recombinante han reducido,
en general, la informacion genética del raton en el constructo del anticuerpo final
mientras que aumentan la informacion genética humana en el constructo final para
dar como resultado moléculas de anticuerpos que se denominan, en general,
anticuerpos "humanizados".

Los anticuerpos humanizados son, en su mayor parte, inmunoglobulinas
humanas (anticuerpo receptor) en las que han sido reemplazados residuos de la
region hipervariable del receptor por residuos de la regién hipervariable, que
proceden de especies no humanas (anticuerpo donante) tales como el ratén, la rata, el
conejo o los primates, y este proceso se denomina a veces "implante CDR". Por regla

general, son reemplazados residuos de la region marco Fv adicional (FR) de la
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inmunoglobulina humana por residuos correspondientes no humanos y en algunos

casos se llevan a cabo otras substituciones para restaurar ulteriormente la funcion
anticuerpo. Los anticuerpos humanizados tipicos son reconstituidos en moléculas de
anticuerpos completos, que comprenden dos dominios variables, en los cuales todos,
0 substancialmente todos, los bucles hipervariables corresponden a los de la
inmunoglobulina no humana y todas, o substancialmente todas, las regiones FR son
las de la secuencia de la inmunoglobulina humana. Por lo tanto, el anticuerpo
humanizado comprendera, por regla general, como minimo una porcién de una
region constante de la inmunoglobulina derivada humana (Fc) (Jones et al. (1986),
Nature 321: 522-525; Reichmann et al. (1988), Nature 332: 323-329). No obstante,
los anticuerpos humanizados han inducido todavia, en muchos casos, una respuesta
inmune en pacientes (Issacs J.D. (1990) Sem. Immunol. 2: 449, 456; Rebello, P.R. et
al. (1999) Transplantation 68: 1417-1420).

La clave de la induccion de una respuesta inmune consiste en la presencia
dentro de la proteina de péptidos que puedan estimular la actividad de los linfocitos
T por medio de la presentacion de moléculas del MHC clase Il, que se denominan
"epitopos de los linficitos T". Tales epitopos de los linfocitos T se definen, por regla
general, como cualquier secuencia de residuos de aminoacidos que tiene la capacidad
de enlazarse con las moléculas del MHC clase Il. Implicitamente, un "epitopo de los
linfocitos T" significa un epitomo, que puede ser reconocido por un receptor de los
linfocitos T (TCR) cuando se enlaza con las moléculas del MHC, y que puede
provocar, al menos en principio, la activacion de estos linfocitos T, haciendo que un
TCR promueva una respuesta de los linfocitos T.

Las moléculas del MHC clase Il constituyen un grupo de proteinas altamente
polimorficas, que juegan un papel central en la seleccion y en la activacion de los
linfocitos T auxiliares. El grupo antigeno de los leucocitos humanos DR (HLA-DR)
constituye el isotipo predominante de este grupo de proteinas y los isotipos HLA-DQ
y HLA-DP ejercen funciones similares. En la poblacion humana, los individuos
portan entre dos y cuatro alelos DR, dos alelos DQ y dos alelos DP. Se ha resuelto la
estructura de un numero de moléculas DR y estas se presentan como una cisura
enlazante peptidica de extremo abierto con un namero de bolsillos hidréfugos, que

emplean residuos hidréfugos (residuos de bolsillo) de los péptidos (Brown et al.
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Nature (1993) 364: 33; Stem et al. (1994) Nature 368: 215). El polimorfismo, que

identifica los diferentes alotipos de las moléculas de clase II, contribuye a una amplia
diversidad de diferentes superficies de enlace para péptidos dentro de la cisura de
enlace peptidica y asegura, al nivel de poblacion, la maxima flexibilidad con respecto

a la capacidad para reconocer proteinas foraneas y establece una respuesta inmune a
los organismos patdgenos.

Una respuesta inmune a una proteina terapéutica se lleva a cabo a través de la
via de presentacion de péptidos del MHC clase Il. En este caso, las proteinas
exdégenas son absorbidas y procesadas para la presentacibn en asociacion con
moléculas del MHC clase Il del tipo DR, DQ o DP. Las moléculas del MHC clase Il
son expresadas por células presentadoras de antigeno profesionales (APCs), tales
como los macréfagos y las células dendriticas entre otras. El empleo de un complejo
peptidico del MHC clase Il por un receptor afin de los linfocitos T sobre la superficie
de los linfocitos T, junto con la reticulacidén de otros co-receptores determinados tales
como la molécula CD4, puede inducir un estado activado dentro de los linfocitos T.
La activacion conduce a la secrecion de citocinas que, a continuacion, activan a otros
linfocitos tales como los linfocitos B, para que produzcan anticuerpos, 0 que activan
a los linfocitos T agresores como una respuesta inmune celular completa.

La identificacion de los epitopos de los linfocitos T es la primera etapa para la
eliminacion de los epitopos. Los epitopos identificados pueden ser eliminados
mediante una substitucion juiciosa de aminoacidos o por medio de otras estrategias
de modificacion. Un enfoque de este tipo ha sido reconocido en las publicaciones
WO 98/52976 y WO 00/34317, habiendo sido descritas en el dltimo de los casos
técnicas informaticas de fileteado como un medio para llevar a cabo la identificacion
de las secuencias polipéptidas con el potencial para enlazarse con un subjuego de
alotipos DR humanos del MHC clase Il y se eliminan los epitopos previstos de los
linfocitos T por substitucion de aminoacidos dentro de la proteina de interés.

Seria deseable identificar y eliminar, o al menos reducir, los epitopos de los
linfocitos T a partir de un determinado péptido, de un determinado polipéptido o de
una determinada proteina, que, en principio, son terapéuticamente valiosos, pero que
originalmente son inmundégenos. Una de estas moléculas terapéuticamente valiosas

es un anticuerpo monoclonal, con especificidad de enlace para el antigeno CD20 de
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los linfocitos B humanas. Los anticuerpos monoclonales preferentes de la presente

invencion son formas modificadas de los anticuerpos 2B8 y Leul6. El anticuerpo
2B8 esta descrito en la patente norteamericana U.S. No. 5,736,137, cuya descripcion
se incorpora aqui como referencia. El anticuerpo Leul6 estd descrito en la
publicacion de los autores Wu et al. Protein Engineering (2001) 14:1025-1033. La
publicacion WO 02/069232 divulga algunas formas modificadas del anti-CD20 mAb
c2B8 quimérico.

La CD20 es una fosfoproteina no glicosilada de 35,000 Daltons, que de forma
tipica se denomina antigeno de diferenciacion restringido de los linfocitos B
humanos Bp35B. La proteina es una molécula de superficie altamente especifica para
la células, que es expresada en los linfocitos pre-B y en los linfocitos B maduros, que
incluyen mas de un 90 % de linfocitos B de linfomas no hodgkinianos (NHL). Los
anticuerpos monoclonales y los radioinmunoconjugados selectivos para el CD20 han
emergido como nuevos tratamientos para los NHL. El ejemplo mas significativo
incluye el anticuerpo parental de la presente invencion, concretamente el anticuerpo
monoclonal 2B8 (Reff, M.E. et al. (1994) Blood 83: 435-445). Los dominios de
region variable del 2B8 han sido clonados y combinados con dominios de region
constante humanos para producir un anticuerpo quimérico, que se denomina C2B8
que esta comercializado como RITUXANnN los Estados Unidos de América o que
est4d comercializado como MABTHERA(rituximab) en Europa. El C2B8 esta
reconocido como un agente terapéutico valioso para el tratamiento de los NHL y de
otras enfermedades de los linfocitos B (Maloney, D.G. et al. (1997) J. Clin. Oncaol.
15:3266-3274; Maloney, D.G. et al. (1997) Blood 90: 2188-2195).

Un ejemplo adicional de un farmaco anti-CD20 esta4 dado por el anticuerpo
B1, que estd descrito en la patente norteamericana US No. 6,090,365. De forma
similar, este anticuerpo ha conseguido ser registrado para uso como un farmaco para
los NHL aun cuando, en este caso, la molécula (BEXXARes un
radioinmunoconjugadb™. El anticuerpo B1 natural (no conjugado) tiene utilidad en
regimenes de purificaciéex vivo para terapias de transplante autélogo de médula
Osea para linfoma y para leucemia rebelde a los tratamientos (Freedman, A.S. et al.
(1990), J. Clin. Oncol.8: 784). La publicacibon WO 03/049694 divulga la

combinacion de un anticuerpo anti CD 20 quimérico libre y de la IL-2 en el
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tratamiento del linfoma no hodgkiniano. Independientemente del éxito de los

anticuerpos tales como el C2B8 (rituximab) y el BEXXARigue existiendo una
necesidad de analogos de anti-CD20 con propiedades reforzadas. Existe una
necesidad particular para reforzar las caracteristicasvivo cuando son
administrados a un sujeto humano. A este respecto, es altamente deseable
proporcionar moléculas de anticuerpos anti-CD20 con potencial reducido, o
inexistente, para inducir una respuesta inmune en el sujeto humano. Tales proteinas
presentarian un tiempo de circulacion acrecentado en el sujeto humano y serian
particularmente beneficiosas en los cuadros de uso crénico tal como ocurre en el caso
del uso terapéutico de las moléculas anti-CD20. La presente invencion proporciona
moléculas modificadas de anticuerpos anti-CD20 que presentan propiedades
reforzadasn vivo.
SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion proporciona composiciones polipeptidicas que se
enlazan con el antigeno CD20, de manera preferente con el antigeno CD20 humano
tal como se ha definido por medio de las reivindicaciones. Las composiciones CD20
comprenden uno o varios segmentos polipéptidos de la regién variable de cadena
pesada y/o de la cadena ligera anti-CD20, cuyos segmentos pueden ser polipéptidos
seleccionados entre el grupo que comprende una forma modificada de la region
variable de cadena pesada (Vh) del anticuerpo 2B8 anti-CD20, una forma modificada
de la region variable de cadena ligera (Vk) del anticuerpo 2B8 anti-CD20, una forma
modificada de la regién variable de cadena pesada (Vh) del anticuerpo Leul6 anti
CD20 y una forma modificada de la region variable de cadena ligera (VK) del
anticuerpo Leul6 anti-CD20. Los polipéptidos modificados Vh y Vk se diferencian
de las regiones naturales Vh o Vk del 2B8 y del Leul6 por una o mas substituciones
de residuos de aminoacido en la secuencia natural de la region Vh y/o Vk del
anticuerpo. La o las substituciones de los residuos de aminoacido en los polipéptidos
Vh o Vk proporciona un nivel mas bajo de inmunogenia a la composicion que se
enlaza con el CD-20 de la invencion con relacion a la inmunogenia de las regiones
Vh o Vk de los anticuerpos naturales 2B8 y Leul6. De manera especial, la presente
invencion proporciona, respectivamente, composiciones polipeptidicas, que

comprenden proteinas de fusion anti-CD20 mAb-JLZ.
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La composicién polipeptidica que se enlaza con el CD20 de la invencion

comprende, como minimo, un segmento polipeptidico elegido entre el grupo
constituido por un polipéptido que tiene la secuencia de residuos de aminoacidos de
la SEQ ID NO: 9 (Vh del anticuerpo Leul6), pero que incluye, como minimo, una
substitucion de residuos de aminoacidos en la SEQ ID NO: 9 elegida entre el grupo
constituido por W2K, MoV, AgsT, QsoE, TR, ST, Do3V, y A114T; y un polipéptido

que tiene la secuencia de residuos de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11 (Vk del
anticuerpo Leul6), pero que incluye, como minimo, una substitucion de residuos de
aminodacidos en la SEQ ID NO: 11 elegida entre el grupo constituido po64.T,

AseS, SoT, L7oM, R76S, y Vo7l

Tal como se usa aqui y en las reivindicaciones adjuntas, la substitucion de los
residuos de aminoacidos esta designada por medio del listado del cédigo de una sola
letra para el residuo natural de aminoacidos en la secuencia, seguido por el nimero
de la posicion de dicho residuo (subrayado), seguido por el codigo de una sola letra
para el residuo de aminoéacido, que reemplaza al aminoacido natural.

De manera preferente, las composiciones polipeptidicas que se enlazan con el
CD20 de la invencion tienen una afinidad de enlace para el antigeno CD20 humano,
gue es aproximadamente igual o mas fuerte que la afinidad de enlace para el CD20
humano de los anticuerpos monoclonales 2B8 o Leul6.

Realizaciones preferentes de la presente invencion comprenden segmentos
polipeptidicos, tal como una cadena pesada de la region V del anticuerpo
monoclonal, que se denomina en este caso VhY, que comprende la secuencia de
residuos de aminoacidos deSBQ ID NO: 10:

EVQLQQSGAELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLEWIGAIYPG
NGDTSYNQKFKGKTTLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSNYYGSSYWFF

DVWGTGTTVTVSS.

Otras realizaciones preferentes de la presente invencibn comprenden
segmentos polipeptidicos, tal como una cadena ligera de la region V del anticuerpo
monoclonal, que se denomina en este caso VKkZ, que comprende la secuencia de
residuos de aminoacidos deSEQ ID NO: 12:

DIVLTQSPAIITASPGEKVTMTCRASSSVNYMDWYQKKPGSSPKPWIYATSNLASG
VPSRFSGSGSGTTYSMTISSLEAEDAATYYCQQWSFNPPTFGGGTKLEIK.
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Se proporcionan composiciones polipeptidicas, que tienen potencial

terapéutico para el tratamiento de las enfermedades de los linfocitos B positivas al

CD20 en los seres humanos. Las composiciones polipeptidicas que se enlazan con el
CD20 de la invencién pueden presentarse en forma de anticuerpos intactos, de
fragmentos Fab, o de proteinas de fusion que comprendan anticuerpos completos y
citocinas, de proteinas de fusion de fragmentos de anticuerpos y de citocinas, 0 en
cualquier otra forma que se enlace con el antigeno CD20.

Las composiciones polipeptidicas que se enlazan con el CD20 incluyen, de
manera preferente, una combinacion de una region variable de cadena pesada (Vh)
de anticuerpo anti-CD20 y una region variable de cadena ligera (Vk) de anticuerpo
anti-CD20 que, en conjunto, se enlazan con el antigeno CD20. Las combinaciones
Vh/Vk pueden estar configuradas como anticuerpos intactos, como fragmentos Fab,
o como proteinas de fusion, que comprendan anticuerpos completos y citocinas,
como proteinas de fusion de fragmentos de anticuerpos y de citocinas, o0 como
cualquier otra configuracion que se enlace con el antigeno CD20. En otras
realizaciones preferentes, las regiones V estan enlazadas entre si a través de una
cadena principal polipeptidica.

De manera preferente, las composiciones polipeptidicas que se enlazan con el
CD20 incluyen polipéptidos Vh y VK, que estan configurados como un anticuerpo
intacto, que incluye una region constante de cadena ligera, y dominios CH1, CH2 y
CH3 de cadena pesada. De manera alternativa, los polipéptidos Vh y/o Vk pueden
estar configurados en un fragmento Fab o en un "minicuerpo”, que tenga un dominio
CHS3 pero que carezca de un dominio CH2 (véase, por ejemplo, la publicacién de los
autores Wu et al., US 5,837,821). De manera alternativa, los polipéptidos Vh y Vk
pueden estar enlazados entre si a través de un segmento enlazador, para formar una
molécula de anticuerpo "Fv monocatenaria”. Las regiones constantes humanas estan
combinadas con los polipéptidos Vh y Vk que se enlazan con el CD-20. Tales
regiones constantes incluyen aquellas que se derivan de las inmunoglobulinas de tipo
IgA, IgD, IgM, IgE, o de tipo IgG1, 1gG2, I1gG3, o de tipo IgG4. Cuando esta
incluido un dominio CH2 en la composicion polipeptidica que se enlaza con el
CD20, es preferible incluir un dominio de la IgG humana, tal como un dominio IgG1

CH2. Otros polipéptidos carecen del locus de glicosilacién oligosacarido enlazado
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con N, que se encuentra en el dominio IgG CH2. La ausencia del locus de

glicosilacion enlazado con N se lleva a cabo, de manera preferente, en ingenieria
genética por medio de la mutacién de la asparagina, de la serina o de la treonina
relevante, o de los aminoacidos adyacentes, o por medio del tratamiento de la
proteina que contiene el CH2 con un enzima tal como la PNGasa F, con objeto de
eliminar los oligosacaridos.

Las combinaciones preferentes de las regiones Vh y Vk incluyen una
composicion polipeptidica, que comprende la regién V de cadena pesada VhY (SEQ
ID NO: 10) y una regién V de cadena ligera VkZ (SEQ ID NO: 12).

Una composicion polipeptidica que se enlaza con el CD20, preferente de la
invencion, incluye una cadena pesada de la region V (Vh) del anticuerpo Leul6
(SEQ ID NO: 9) modificada de forma que contenga una o varias substituciones en la
SEQ ID NO: 9 elegidas entre el grupo constituido peiKY MooV, AgsT, QsE,

Te7R, ST, DoV, y Aq14l.

De la misma forma, otra composicion polipeptidica preferente de la invencion
incluye una cadena ligera de la region V (VK) del anticuerpo Leul6 (SEQ ID NO:
11) modificada de forma que contenga una o varias substituciones de residuos de
aminodacidos en la SEQ ID NO: 11 elegidas entre grupo constituido; poSL.T,

AseS, Sol, L7oM, RzS, v VL. La figura 16 ilustra la localizacion de las
substituciones preferentes de los residuos de aminoacidos, que estan impresas en
negrita.

De la misma forma, las composiciones polipeptidicas que se enlazan con el
CD20 de la invencion incluyen composiciones que tienen una o varias regiones V de
cadena pesada del anticuerpo anti-CD20, que comprenden un segmento polipeptidico
elegido entre el grupo constituido por
SGAELKKPGAS (SEQ ID NO: 15),

VSCKASGYT (SEQ ID NO: 16),
YNQKFKGKT (SEQ ID NO: 18),
FKGKTTLTA (SEQ ID NO: 19),
YMELSSLRS (SEQ ID NO: 20),
SSLRSEDTAV (SEQ ID NO: 21), y
DWGTGTTVT (SEQ ID NO: 22).
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De manera similar, las composiciones polipeptidicas que se enlazan con el

CD20 de la invencion incluyen, asi mismo, composiciones que tienen una o varias
regiones V de cadena ligera del anticuerpo anti-CD20, que comprenden un segmento
polipeptidico elegido entre grupo constituido por

ITASPGEKYV (SEQ ID NO: 23),

LASGVPSRF (SEQ ID NO: 26),

FSGSGSGTT (SEQ ID NO: 27), y

YSMTISSLE (SEQ ID NO: 28).

Las cadenas pesadas y las cadenas ligeras de la regién V pueden estar
configuradas, por ejemplo, en forma de anticuerpos intactos, de fragmentos de
anticuerpos, de proteinas de fusién de un anticuerpo con una citocina, de proteinas de
fusion de fragmento de anticuerpo-citocina, de moléculas Fab, de moléculas Fv
monocatenarias y de minicuerpos. De manera preferente, las composiciones que se
enlazan con el CD20 estan configuradas como anticuerpos intactos, de manera mas
preferente como anticuerpos que contienen regiones constantes humanas con un
isotipo de la region constante de la cadena pesada IgG, de una manera mas preferente
qgue incluyen una regién constante de cadena pesada IgGl y que tienen funciones
efectoras intactas, tal como la citotoxicidad con intervencion celular, dependiente del
anticuerpo.

La composicion que se enlaza con el CD20 puede estar configurada como una
proteina de fusién de anticuerpo-citocina, que incluye, de manera preferente,
regiones constantes humanas con el isotipo IgG1 y que tiene funciones efectoras
intactas, tal como la citotoxicidad con intervencion celular, dependiente del
anticuerpo. En dichas proteinas de fusidén anticuerpo-citocina, es conveniente incluir
una interleucina tal como la interleucina-2 (IL-2), IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10; IL
12, IL-13, IL-14, IL-15, IL-16 y IL-18, un factor hematopoyético, tal como un factor
estimulador de las colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), un factor
estimulador de las colonias de granulocitos (G-CSF), la eritropoyetina, un factor de
la necrosis tumoral (TNF) tal como el TNFalfa, una linfocina tal como la linfotoxina,
un regulador de los procesos metabdlicos tal como la leptina, un interferén tal como
interferén alfa, el interferon beta y el interferon gama, o una quemocina. La proteina

de fusion de anticuerpo-citocina de la presente invencién presenta actividad
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bioldgica de citocina (por ejemplo, la estimulacion de las células inmunitarias, tales

como los linfocitos T o los linfocitos B), de JL-2. Las composiciones polipeptidicas
de la presente invencion tienen una pluralidad de propiedades biologicas
convenientes, que incluyen la capacidad de enlazarse con los linfocitos B humanos;
la capacidad de enlazarse con el antigeno CD20; una capacidad reducida de respuesta
inmunitaria con relacion a los anticuerpos Leul6, 2B8, o 1H4; y una actividad frente

a los desordenes de proliferacion de los linfocitos B tales como las leucemias, los
linfomas, la artritis reumatoide y otras enfermedades autoinmunitarias. De la misma
forma, se contemplan usos para diagndstico de las composiciones polipeptidicas que
se enlazan con el CD20 de la presente invencién, en cuya composicion puede ser un
anticuerpo de longitud completa, un fragmento de anticuerpo (por ejempl@)F(ab’)

un anticuerpo radiomarcado, un anticuerpo inmovilizado, o un anticuerpo conjugado
con un compuesto heterdlogo. Dicho procedimiento de diagndéstico puede ser
empleado para detectar la presencia de células que presenten el CD20, para purificar
0 para separar células que presenten el CD20, etc.

La invencion proporciona, de la misma manera, composiciones farmacéuticas
gue comprenden una composicién que se enlaza con el CD20, como se ha definido
mas arriba, junto con un soporte, un diluyente o un excipiente farmacéuticamente
aceptable, asi como un procedimiento para llevar a cabo la produccion de las
composiciones polipeptidicas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIGURA 1 muestra la secuencia natural de residuos de aminoacidos, en

codigo de una sola letra, de la proteina de cadena pesada de la region V del

anticuerpo 2B8 y las secuencias modificadas de residuos de aminoacidos

VhC y VhD, basadas en la secuencia natural.

La FIGURA 2 muestra la secuencia natural de residuos de aminoacidos, en

codigo de una sola letra, de la proteina de cadena ligera de la regién V del

anticuerpo 2B8 y las secuencias modificadas VKA, VkB, VKC y VKD,
basadas en la secuencia natural.

La FIGURA 3muestra la secuencia de residuos de aminoacidos, en cédigo de

una sola letra, de las regiones variables de cadena pesada de Leul6Vh y una

region modificada Leu1l6Vh denominada VhY;
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La FIGURA 4 muestra la secuencia de residuos de aminoacidos, en cédigo de

una sola letra, de las regiones variables de cadena ligera de Leul6Vk y una
Leul6Vk modificada, que se denomina VhZ.

La FIGURA 5 es una representacion grafica de un ensayo de lisis de
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC), que esta descrito
en el ejemplo 3; las proteinas ensayadas eran el anticuerpo Leul6 quimérico
(chLeul6; triangulos rellenos), una proteina de fusion de chLeul6 y de IL2
(chLeul6-IL2; cuadrados rellenos), una proteina de fusiéon LeuVhY/VkZ-1L2
(cuadrados rellenos), un anticuerpo 2B8 quimérico (C2B8, circulos rellenos),
una proteina de fusion C2B8-IL2 (cuadrados vacios), y una proteina de fusién
KS-IL2 inmunocitocina, que no actla sobre el CD20 (circulos vacios). Eje X:
concentracion (ng/ml); eje Y: % de lisis.

La FIGURA 6 ilustra la actividad que se enlaza con el anti-CD20 de las
composiciones polipeptidicas que se enlazan con el CD20 y de las
inmunocitocinas (ICs). Se incubaron linfocitos de linfoma de Daudi humano
con concentraciones variables de las composiciones polipeptidicas y de ICs y
se evaluo el enlace relativo con las células por medio de una citometria de
flujo, tal como se ha descrito en el ejemplo 2.

La FIGURA 6A muestra la intensidad de la fluorescencia media (MFI, eje
Y), que aumenta como una funcidn de la concentracion polipeptidica (eje X).
La FIGURA 6B muestra la intensidad de la fluorescencia medida en una
muestra de célula de Daudi que presenta anticuerpo no primario (pico situado
en la posicion mas a la izquierda); una fusion anticuerpo-IL2 dirigida contra
el receptor EGF, que no es expresado en las células de Daudi (pico central a
la izquierda); y Leul6VhY/VKZ-IL2 (pico situado en la posicion mas a la
derecha). Eje X: intensidad de la fluorescencia en 10 ug/ml; eje Y: nimero de
acontecimientos.

La FIGURA 7ilustra la citotoxicidad con intervencion celular y dependiente
del complemento, que depende del anticuerpo. Las figuras 7A y 7B
representan, de manera independiente, ensayos de ADCC comparados con la
figura 5. La ADCC se determind en un ensayo de 4 horas empleandose

células diana de Daudi marcadas ¢er y PBMC humanos como efectores
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(E:T = 100). FIGURA 7A: los anticuerpos marcados fueron 2B8 (circulos

rellenos), chLeul6 (rombos rellenos), y Leul6VhY, VKZ (triangulos vacios).
FIGURA 7B: las inmunocitocinas ensayadas fueron chLeul6-IL2 (cuadrados
rellenos), y Leul6VhY/VkZ-IL2 (tridngulos rellenos), Leul6VhY/VkZ-IL2
desglicosilada (aspas), y huKS-IL2 (circulos vacios) a modo de control no
enlazante. Eje Y: % de lisis, eje X: concentracion (ng/ml).

La FIGURA 7C muestra la actividad CDC empleandose células de Daudi
marcadas con'Cr y plasma humano como una fuente de complemento, tal
como se ha descrito en el ejemplo 4. La incubacién se llevé a cabo durante 1
hora, empleandose los mismos anticuerpos y las mismas inmunocitocinas.
Los anticuerpos ensayados fueron 2B8 (circulos rellenos), chLeul6 (rombos
rellenos), chLeul6-IL2 (cuadrados rellenos), y Leul6VhY/VKZ-IL2
(triangulos rellenos), y huKS-IL2 (circulos vacios) a modo de control no
enlazante.

La FIGURA 8 ilustra las farmacocinéticas de las inmunocitocinas Leul6
empobrecidas en epitopo en ratones, tal como se ha descrito en el ejemplo 5.
Se llevé a cabo un analisis de tiempo-concentracién después de una dosis
intravenosa (i.v.) de cada inmunocitocina. Se determinaron las
concentraciones en suero por medio de un ensayo ELISA, que detecta las
formas intactas de las proteinas naturales (cuadrados rellenos) y de las
proteinas desglicosiladas (circulos vacios). Se inyectaron ratones con 25 mg
de la inmunocitocina indicada y se tomaron muestras por sangria retroorbital
y se ensayaron por medio de la captura con antisueros IgG antihumana H&L
y por medio de la deteccidn con un anticuerpo contra la IL2 antihumana. Los
resultados se normalizaron con respecto a la concentracion inicial en el suero
de cada raton, tomado inmediatamente después de la inyeccion. Eje X: horas,
eje Y: ID remanente en %.

La FIGURA 9 muestra las evaluaciones modelo antitumorales en ratones
SCID. Se inyectaron ratones SCID i.v. con 2 X D20+ linfocitos de
linfoma de Daudi seguido por 5 inyecciones diarias consecutivas de
inmunocitocinas comenzandose dia 3 (figura 9A) o el dia 7 (figura 9B). La

inmunocitocina de control 425-IL2, no actuante, especifica para EGFR, se
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empled a dosis elevada para ilustrar la actividad incompleta debida a la

semivida alterada de la IL-2. Los tratamientos en la figura 9A se
administraron los dias 3,4,6,6y 7y

solamente incluyeron PBS (rombos rellenos); 425-IL2 (aspas cruzadas,
obscuras); y Leul6VhY/VkZ-IL2 a dosis diarias de 5 microgramos (mcg)
(aspas claras), 10 mcg (triangulos rellenos), y 20 mcg (cuadrados rellenos).
En la figura 9A, las tres ultimas dosis mostraron, en conjunto, una proteccion
completa de los ratones, y los puntos de datos estan superpuestos. Los
tratamientos en la figura 9B fueron administrados los dias 7, 8,9, 10y 11, y
solamente incluyeron PBS Unicamente (rombos rellenos); y Leul6VhY/VkZ
IL2 a dosis diarias de 5 mcg (aspas claras); y 20 mcg (cuadrados rellenos).
Eje X: dias; eje Y: supervivencia en %.

La FIGURA 10 muestra los resultados de las evaluaciones modelo
antitumorales (2B8 frente a chLeul6-1L2) en ratones SCID; se inyectaron
ratones SCID con linfocitos de linfoma de Daudi y se trataron con el
anticuerpo indicado o con la inmunocitocina comenzandose 7 dias mas tarde,
tal como se ha descrito para la figura 9. Los tratamientos incluyen PBS
Gnicamente (aspas cruzadas, los dias 7-11); rituximab (C2B8; circulos
rellenos, 25 mg/kg los dias 7, 9 y 11); dosis elevada de Leul6VhY/VKZ-IL2
(cuadraros grandes, 1 mg/kg los dias 7-11); dosis baja de Leul6VhY/VkZ
IL2 (cuadrados pequefios, 0,25 mg/kg los dias 7-11). (A): ratones sanos, (B)
supervivencia de los ratones; eje X: dias; eje Y: ratones sanos en % (A),
supervivencia de los ratones en % (B).

La FIGURA 11 muestra los resultados de las evaluaciones modelo
antitumorales (chLeul6-112 frente a (DI)-Leul6-IL2 desinmunizada) en
ratones SCID; se inyectaron ratones SCID con linfocitos de linfoma de Daudi
y se trataron con el anticuerpo indicado o con la inmunocitocina
comenzandose 7 dias mas tarde, tal como se ha descrito para la figura 9. Los
tratamientos incluyen PBS Unicamente (aspas cruzadas, los dias 7-11);
rituximab (circulos rellenos, 25 mg/kg los dias 7, 9 y 11); dosis elevada de
Leul6VhY/VkZ-IL2 (cuadrados grandes, 1 mg/kg los dias 7-11); dosis baja
de Leul6VhY/VkZ-IL2 (cuadrados pequefios, 0,25 mg/kg los dias 7-11);
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dosis elevada de chLeul6-IL2 (triangulos grandes, 1 mg/kg los dias 7-11); y

dosis baja de chLeul6-IL2 (triangulos pequefios, 0,25 mg/kg los dias 7-11).
(A) ratones sanos, (B) supervivencia de los ratones. Eje X: dias; eje Y:
ratones sanos en % (A), supervivencia de los ratones en % (B).

La FIGURA 12ilustra que la pérdida de la actividad ADCC sélo tiene un
efecto parcial sobre la actividad antitumoral con intervencidn de la
Leul6VhY/VKZ-IL2 (DI-Leul6-IL2 frente a DI-Leul6-IL2 desglicosilada).

Se utilizaron dos dosis diferentes de Leul6VhY/VKZ-IL2 natural vy
desglicosilada por via enzimatica para tratar ratones SCID, comenzandose 7
dias después de la inyeccion de linfocitos de linfoma de Daudi, tal como se ha
descrito para la figura 9. Los tratamientos incluyen PBS Unicamente (aspas,
los dias 7-11); rituximab (circulos rellenos, 25 mg/kg los dias 7, 9 y 11);
dosis elevada de Leul6VhY/VkZ-IL2 (triangulos grandes, 1 mg/kg los dias
7-11); dosis baja de Leul6VhY/VkZ-IL2 (triangulos pequefios, 0,25 mg/kg
los dias 7-11); dosis elevada de Leul6VhY/VKZ-IL2 desglicosilada (aspas
grandes con lineas gruesas, 1 mg/kg los dias 7-11); y dosis baja de
Leul6VhY/VkZ-IL2 desglicosilada (aspas pequefias con lineas delgadas,
0,25 mg/kg los dias 7-11). (A) ratones sanos, (B) supervivencia de los
ratones. Eje X: dias; eje Y: de ratones sanos en % (A), supervivencia de los
ratones en % (B).

La FIGURA 13ilustra que la especificidad antigena es importante para la
actividad antitumoral 6ptima. Se ensayo el papel de las células tumorales
diana por comparacion de la actividad de la DI-Leul6-IL2 y de otra
inmunocitocina con especificidad enlazante para el EGFR, una molécula que
Gnicamente es expresada a bajos niveles de linfocitos de linfoma de Daudi. El
tratamiento incluye PBS Unicamente (aspas, los dias 7-11); rituximab
(rombos rellenos, 25 mg/kg los dias 7, 9 y 11); anticuerpo DI-leul6 (rombos
vacios, 25 mg/kg los dias 7, 9 y 11); dosis media de DI-Leul6-IL2
(cuadrados rellenos, 1 mg/kg los dias 7-11); dosis reducida de DI-Leul6-IL2
(circulos vacios, 1 mg/kg los dias 7 y 10); dosis baja de DI-Leul6-IL2
(cuadrados vacios, 0,25 mg/kg los dias 7-11); y dosis media de ant-rEGFR

IL2 (triangulos rellenos, 1 mg/kg los dias 7-11). Los resultados fueron
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puntuados como supervivencia en ausencia de enfermedad. Eje X: dias, eje

Y: ausencia de enfermedad en %.

La FIGURA 14ilustra que la Leul6VhY/VkZ-IL2 es mas potente que las
dosis elevadas de anticuerpo anti-CD20 combinado con la IL-2 libre. Se
compararon las actividades antitumorales de la dosis media de la
Leul6VhY/VKZ-IL2 (cuadrados rellenos, 20 mg/raton los dias 7-11) y las
dosis correspondientes de los componentes constituidos por el anticuerpo
individual y por la IL-2 (cuadrados vacios, 16,7 mg de Leul6VhY, VKZ y
3,3 mg de IL-2 por i.v. los dias 7-11) con la dosis elevada de rituximab y con
IL-2 subcutéanea (s.c.) IL-2 (rombos vacios, 500 mg de rituximab el dia 7 y 10
mg de IL-2 los dias 7, 9 y 11), rituximab Unicamente (rombos rellenos, 500
mg el dia 7) o PBS de control. Eje X: dias; eje Y: ausencia de enfermedad en
%.

La FIGURA 15ilustra que la presencia de linfocitos normales B anti-CD20+
no disminuye la actividad antitumoral de la Leul6VhY/VkZ-IL2. Se ensayo
el efecto del implante previo de linfocitos humanos normales B CD20+ en el
mismo modelo de SCID/linfoma de Daudi que ha sido descrito en los
procedimientos. Se trataron grupos de ratones con una sola dosis elevada de
rituximab (rombos, 25 mg/kg el dia 7), Leul6VhY/VkZ-IL2 (cuadrados, 1
mg/kg los dias 11-15), con la combinacion de ambos regimenes de
dosificacion (triangulos, rituximab el dia 7 seguido por Leul6VhY/VkZ-IL2
los dias 11-15) o PBS Unicamente todos los dias de la dosificacién. La mitad
de los grupos fue inyectada i.v. con 4,5 X 46 PBMC el dia 5 (simbolos
vacios) o recibieron Unicamente PBS (simbolos rellenos). Se confirmé el
injerto de los linfocitos B con ayuda de la medida de los niveles de anticuerpo
humano en el suero de todos los ratones. Eje X: dias; eje Y: ausencia de
enfermedad en %.

La FIGURA 16muestra una alineacion de las regiones V de cadena pesada y
de cadena ligera de los anticuerpos 2B8, Leul6, y 1H4, anti-CD20, asi como
los derivados de las regiones V empobrecidos en epitopos de 2B8 (VhC,
VhD, VKA, VKB, VKC, y VKD), y las regiones V de Leul6 empobrecidas en
epitopos VhY y VKZ.
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La FIGURA 17muestra un resumen de todos los nimeros de identidad de la

secuencias (SEQ ID Numeros.: 1 - 43) como se utilizan en esta solicitud.
DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERENTES

Tal como se utiliza aqui y en las reivindicaciones adjuntas, el término
"composicion polipeptidica" y las variaciones gramaticales del mismo se refieren a
polipéptidos monocatenarios, asi como a polipéptidos multicatenarios, en los cuales
las cadenas polipeptidicas estan quimicamente enlazadas entre si, tal como por medio
de uno o varios enlaces de disulfuro entre un residuo de cisteina en una cadena y un
residuo de cisteina en otra cadena, por un enlace tipo éster, por un enlace tipo amida
0 por cualquier otro tipo de ligamiento adecuado.

Una composicion polipeptidica que se enlaza con el CD20 comprende, como
minimo, un segmento polipeptidico elegido entre el grupo constituido por una Vh
modificada, que tiene la secuencia de residuos de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9,
pero que incluye, como minimo, una substitucién de residuos de aminoacidos en la
SEQ ID NO: 9 elegida entre el grupo constituido poiKY MooV, AgsT, Qs2E, Te/R,

SoiT, Dg3V, y A114T; y una Vk modificada, que tiene la secuencia de residuos de
aminodcidos de la SEQ ID NO: 11, pero que incluye, como minimo, una substitucion
de residuos de aminoacidos en la SEQ ID NO: 11 elegida entre el grupo constituido
por Laal, S;oT, AseS, ST, L72M, R76S, y VoL

De manera preferente, la composicion polipeptidica que se enlaza con el
CD20 incluye, como minimo, un segmento polipeptidico, que tiene una secuencia de
residuos de aminoacidos elegida entre el grupo constituido por SEQ ID NO: 15, SEQ
ID NO: 16, SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 23, SEQ ID NO: 26, SEQ ID NO: 27 y SEQ ID NO:

28.

En una realizacién preferente, la composicién polipeptidica que se enlaza con
el CD20 comprende un polipéptido de la region variable de cadena pesada
modificado y un polipéptido de la region variable de cadena ligera modificado. De
una manera mas preferente, la composicién polipeptidica que se enlaza con el CD20
se encuentra en la forma de un anticuerpo quimérico e incluye, asi mismo, una region
constante de cadena pesada humana y una region constante de cadena ligera humana.

De manera preferente, la region constante de cadena pesada humana es una region
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constante 1IgG, de una manera mas preferente es una region constante IgGl. La

region constante de cadena ligera humana es, de manera preferente, una region
constante de cadena ligera kappa humana. Otra realizacion preferente de la
composicién polipeptidica que se enlaza con el CD20 de la invencién es una proteina
de fusién, que comprende una composicion polipeptidica que incluye un segmento
de region variable de cadena pesada o de la cadena ligera modificado, tal como se ha
descrito mas arriba, fusionado con una citocina. De manera preferente la citocina es
la IL2.

Otra realizacién preferente de la composicion polipeptidica que se enlaza con
el CD20 de la invencidon es una molécula de anticuerpo, tal como un fragmento de
anticuerpo Fab, un fragmento de anticuerpo Fv monocatenario, 0 un minicuerpo, que
incluye, como minimo, un segmento Vh modificado o un segmento Vk modificado,
tal como se ha descrito mas arriba.

Una composiciéon polipeptidica que se enlaza con el CD20, particularmente
preferente, comprende, como minimo, un segmento polipeptidico Vh, que tiene una
secuencia de residuos de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10.

Otra composicion polipeptidica que se enlaza con el CD20, particularmente
preferente, comprende, como minimo, un segmento polipeptidico Vk, que tiene una
secuencia de residuos de aminoacidos de la SEQ ID NO: 12.

De una manera mas preferente, la composicion polipeptidica que se enlaza
con el CD20 comprende un segmento polipeptidico, que tiene una secuencia de
residuos de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 10; y un segmento polipeptidico VK, que
tiene una secuencia de residuos de aminoacidos de la SEQ ID NO: 12.

Otras composiciones polipeptidicas que se enlazan con el CD20, preferentes
de la presente invencién, comprenden combinaciones de segmentos de Vh
modificados y de Vk modificados elegidos entre el grupo constituido por (g) un
segmento Vh, que tiene una secuencia de residuos de aminoéacidos de la SEQ ID NO:
10 y un segmento VK, que tiene una secuencia de residuos de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 12.

Otro aspecto de la presente invencion consiste en una composicién
farmacéutica, que comprende una composicién polipeptidica que se enlaza con el

CD20 de la invencidn, junto con un vehiculo, con un excipiente, con un diluyente
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farmacéuticamente aceptables. De la misma manera, la composicién farmacéutica

puede incluir asi mismo un farmaco adicional, farmacoldégicamente efectivo.

Las secuencias descritas han sido derivadas a partir del andlisis de las
secuencias de la regién V de los anticuerpos monoclonales de raton 2B8 y Leul6 que
se denominan aqui anticuerpos "parentales" y que estan completamente descritos,
con relacibn a sus valiosas propiedadasvitro e in vivo, en la patente
norteamericana US No. 5,736,137; en la patente norteamericana US No. 5,776,456;
en la patente norteamericana US No. 6,399,061; en la patente norteamericana US No.
6,455,043 y en las equivalentes extranjeras, y en la publicacion de los autores Wu et
al. (Protein Enginering (2001) 14:1025-1033).

El andlisis de las secuencias, realizado de este modo, estuvo dirigido a traves
de la identificacion de los péptidos contenidos en la secuencia capaces de actuar
como ligandos MCH clase Il y que, por lo tanto, funcionan como un epitopos de los
linfocitos T en los seres humanos. Un objeto de la presente invencion consiste en
proporcionar una version mejorada del anticuerpo parental. De este modo, el
conocimiento de las posiciones de los epitopos potenciales del MHC clase Il es una
primera etapa importante del proceso de ingenieria genética. La identificacion de los
epitopos se llevé a cabo por via informatica, siguiéndose el esquema descrito en
detalle en la publicacion WO 02/069232 y que se incorpora aqui completamente a
modo de referencia. Después de esta primera etapa, los inventores han descubierto,
de manera sorprendente, juegos de substituciones de aminoacidos que satisfacen de
forma colectiva muchos criterios diferentes con respecto a la realizacion de
modificaciones deseadas con respecto a los anticuerpos parentales.

Los juegos de substitucion en las regiones V del anticuerpo parental dan
como resultado una secuencia polipeptidica con un nimero reducido de ligandos del
MHC clase Il y, por lo tanto, con una menor tendencia a que los polipéptidos actlien
como epitopos de los linfocitos T. De manera equivalente, dichos juegos de
substituciones dan como resultado secuencias polipeptidicas con mantenimiento de
las propiedades estructurales y funcionales del anticuerpo parental y esto es valido
con respecto a las propiedades duales especialmente deseadas de la expresion
conservada y estable en una célula huésped, y de importancia particular, un

conservacion de la capacidad del polipéptido para enlazarse con el antigeno CD20
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humano y, de manera especial, para enlazars&o con los linfocitos B humanas.

Debe sefalarse que las secuencias de residuos de aminoacidos Vh y Vk de
2B8 y de Leul6, asi como el anticuerpo B 1 anti-CD20, son completamente
equivalentes, aun cuando sean de origen independiente. Sin pretender un
compromiso tedrico, una observacion de la invencién es la siguiente. La secuencia
CEPANPSEKNSPSTQYC (SEQ ID NO: 29) en el CD20 humano, que es parte del
péptido extracelular corto del CD20 y que esta flanqueada por cisteinas, que
probablemente forman un enlace de disulfuro, corresponde a la secuencia
CEPSNSSEKNSPSTQYC (SEQ ID NO: 38) en el CD20 de raton. La secuencia NSS
de ratdn es probablemente un locus de glicosilacién enlazado con N, mientras que la
correspondiente secuencia NPS en los seres humanos no es probablemente un locus
de glicosilacion enlazado con N. Esta diferencia entre las secuencias del CD20 de
ratbn y humana revelaria, desde el punto ventajoso del sistema inmune del ratén, un
epitopo en la secuencia humana. De este modo, todos los anticuerpos de ratén
generados contra el CD20 humano pueden ser seleccionados para reconocer un
epitopo definido de una manera muy restringida y éstos pueden ser un juego O6ptimo
de regiones V de raton para llevar esto a cabo.

De este modo, la invencidn proporciona un juego de secuencias de regiones V
de consenso con inmunogenia reducida, que son importantes para el reconocimiento
del CD20 humano. Por ejemplo, en la cadena pesada, el segmento de secuencia
VSCKASGYT (SEQ ID NO: 16) en las cadenas pesadas modificadas de la
invencién, es adecuado en el contexto de un anticuerpo que se enlaza con el CD20;
de manera especifica, este segmento es menos inmundgeno que el segmento
correspondiente, MSCKASGYT (SEQ ID NO: 30), procedente de los anticuerpos
2B8 y Leul6. De manera similar, las secuencias YNQKFKGKT (SEQ ID NO: 18),
FKGKTTLTA (SEQ ID NO: 19), y YMELSSLRS (SEQ ID NO: 20) son adecuadas
en el contexto de los anticuerpos frente al CD20 y son menos inmunégenas que las
secuencias correspondientes, YNQKFKGKA (SEQ ID NO: 31), FKGKATLTA
(SEQ ID NO: 32), y YMQLSSLRS (SEQ ID NO: 33), que se encuentran en los
anticuerpos 2B8 y Leul6 parentales.

Si se considera la cadena ligera, el segmento de secuencia ITASPGEKV

(SEQ ID NO: 23) en las cadenas ligeras modificadas de la invencion, es adecuado en
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el contexto de un anticuerpo que se enlaza con el CD20; de manera especifica, este

segmento es menos inmunogeno que el segmento correspondiente, ILSASPGEKV
(SEQ ID NO: 34), procedente de los anticuerpos 2B8 y Leul6 parentales. De manera
similar, las secuencias LASGVPSRF (SEQ ID NO: 26), FSGSGSGTT (SEQ ID NO:
27), y YSMTISSLE (SEQ ID NO: 28) son adecuadas en el contexto de los
anticuerpos frente al CD20, y son menos inmundgenas que las secuencias
correspondientes, LASGVPVARF (SEQ ID NO: 35), FSGSGSGTS (SEQ ID NO:
36), y YSLTISRVE (SEQ ID NO: 37), que se encuentran en los anticuerpos 2B8 y
Leul6 parentales.

La referencia a "substancialmente no inmundgeno” o a "potencial
inmundgeno reducido”, tal como se usa aqui y en las reivindicaciones adjuntas,
incluye la inmunogenia reducida en comparacion con un anticuerpo complemento o
"progenitor”, es decir un anticuerpo monoclonal murino o quimérico no modificado
tal como el 2B8 o el Leul6. El término "inmunogenia” incluye la capacidad de
provocar, de inducir o de facilitar de otro modo una respuesta humoral y/o con
intervencion de los linfocitos T en un animal huésped y, en particular, cuando el
"animal huésped" es un ser humano.

El término "molécula de anticuerpo” se refiere a un polipéptido de la familia
de la inmunoglobulina, que incluye un anticuerpo completo, que es capaz de
combinarse, de interaccionar o de asociarse de otra forma con un antigeno.

El término "antigeno" se usa aqui para indicar una substancia que es capaz de
interactuar con la molécula de anticuerpo y, en el contexto de la presente invencion,
quiere indicar el CD20. EI CD20 de la presente invencion es el CD20 humano o
cualquier CD20, que represente un antigeno para el anticuerpo 2B8. EI CD20 puede
ser un derivado soluble del CD20 o un CD20 asociado a la membrana.

El término "inmunoglobulina” se usa aqui para indicar una proteina, que esta
constituida por uno o varios polipéptidos substancialmente codificados por genes de
la inmunoglobulina. Los genes de la inmunoglobulina reconocidos incluyen los
genes de la region IgG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4 y genes de la region variable de la
inmunoglobulina de multiple naturaleza. Una forma natural de la inmunoglobulina es
un tetramero, que comprende dos pares idénticos en los que cada par tiene una

cadena ligera y una cadena pesada. En cada par, las regiones variables de la cadena
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pesada y de la cadena ligera proporcionan, en conjunto, la superficie de enlace capaz

de interactuar con el antigeno. El término Vh se usa aqui para indicar la region
variable de cadena pesada, y el término VK se usa aqui para indicar la region variable
de cadena ligera y, en este caso es, como es comUn en numerosos anticuerpos
monoclonales, la cadena ligera es una cadena de tipo "kappa" (k).

La region V incluye residuos de aminoacidos procedentes de una "region que
determina la complementariedad” o "CDR" (es decir aproximadamente en los
residuos de los aminoacidos 24-34 (L1), 50-56 (L2) y 89-97 (L3) en el dominio
variable de cadena ligera y aproximadamente los residuos de los aminoacidos 31-35
(H1), 50-65 (H2) y 95-102 (H3) en el dominio variable de cadena pesada, tal como
se ha definido por los autores Kalshtal. (Kabatet al. Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991)). De la misma manera, estan reconocidas en el estado de la
técnica definiciones alternativas de las CDRs, por ejemplo, de conformidad con el
esquema de Chothia (Chothia and Lesk (1987) J. Mol. Biol. 196: 901-917), en cuyo
caso las CDRs se encuentran aproximadamente en los residuos de los aminoacidos
26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en la cadena ligera, y aproximadamente en los
residuos de los aminoacidos 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en la cadena
pesada. Los residuos "marco” o "FR" son aquellos residuos de la region V que son
diferentes de los residuos de la CDR, tal como han sido aqui definidos.

Tal como se usa aqui, Vh significa un polipéptido que tiene una longitud
aproximada de 110 hasta 125 residuos de aminoacidos, cuya secuencia corresponde a
cualquiera de las cadenas Vh especificadas aqui, que son capaces, en combinacion
con VK, de enlazarse con e CD20 humano. De manera similar, Vk significa un
polipéptido que tiene una longitud aproximada de 95-130 residuos de aminoécidos,
cuya secuencia corresponde a cualquiera de las cadenas Vk especificadas aqui, que
son capaces, en combinacion con Vh, de enlazarse con el CD20 humano. Las
cadenas pesadas de inmunoglobulina de longitud completa tienen aproximadamente
un peso molecular de 50 kDa y son codificadas por un gen Vh en el extremo N y uno
de los genes de la regidén constante en el extremo C. De manera similar, las cadenas
ligeras de longitud completa tienen aproximadamente un peso molecular de 25 kDa y

son codificadas por un gen de la region V en el extremo N y por un gen de la region
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constante en el extremo C.

El término "epitopo de los lifocitos T", tal como se usa aqui y en las
reivindicaciones adjuntas, significa una secuencia de aminoacidos, que es capaz de
enlazarse con el MHC clase Il, capaz de estimular a los linfocitos T y/o asi mismo
capaz de enlazarse (sin una actividad necesariamente medible) con los linfocitos T en
el complejo con el MHC clase II.

El término "péptido”, tal como se usa aqui y en las reivindicaciones adjuntas,
es un compuesto que incluye dos o mas residuos de aminoacidos. Los residuos de
aminoacidos estan enlazados entre si por medio de un enlace peptidico (que se define
aqui mas adelante). Existen 20 amino&cidos diferentes comunes, que se presentan en
la naturaleza, que intervienen en la produccion biolégica de péptidos, y cualquier
namero de los mismos puede estar ligado en cualquier orden para formar una cadena
o un anillo peptidico. Todos los aminoéacidos, que se presentan en la naturaleza, que
son empleados en la produccion bioldgica de péptidos, tienen la configuracion L. Los
péptidos sintéticos también pueden ser preparados por medio del empleo de
procedimientos sintéticos convencionales, utilizandose L-aminoacidos asi como,
también, D-aminoacidos, o diversas combinaciones de aminoacidos de las dos
configuraciones diferentes. Algunos péptidos contienen Unicamente un numero
reducido de residuos de aminoéacidos. Los péptidos cortos, por ejemplo que tienen
menos de diez residuos de aminoacidos, son denominados a veces como
"oligopéptidos". Otros péptidos contienen un numero elevado de residuos de
aminoacidos, por ejemplo hasta 100 o por encima de este valor, y son denominados
"polipéptidos"”.

Por convenio, un "polipéptido” puede ser considerado como cualquier cadena
peptidica, que contenga tres o0 mas residuos de aminoacidos, mientras que un
"oligopéptido" es usualmente considerado como un tipo particular de polipéptido
“corto". De este modo, tal como se utiliza aqui, se entiende que cualquier referencia a
un "polipéptido” también incluye en este caso un oligopéptido. Por otra parte,
cualquier referencia a un "péptido" incluye a los polipéptidos, a los oligopéptidos y a
las proteinas. Cada disposicion diferente de los residuos de aminoécidos forma
polipéptidos o proteinas diferentes. EI nimero de polipéptidos — vy, por lo tanto, el

namero de proteinas diferentes -, que puede ser formado, es practicamente ilimitado.
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El término “"composicion peptidica" significa una composicion que

comprende, como minimo, un polipéptido derivado de un anticuerpo anti-CD20, de
manera preferente el 2B8 y el Leul6. El polipéptido puede existir como cadena
simple (por ejemplo cadena pesada o parte de la misma, cadena ligera o parte de la
misma, o Fv monocatenario) o en una forma dimera. La composicion puede
comprender varios polipéptidos de cadena simple sdélo, que no estan ligados por un
enlace quimico o por un enlace de cisteina.

La invencidn se refiere a moléculas de anticuerpo monoclonal anti-CD20 en
las que se han llevado a cabo substituciones de, como minimo, un residuo de
aminoacido, en posiciones dentro de las regiones V de la molécula dando como
resultado una reduccion substancial de la actividad de, o la eliminacion de, uno o
varios epitopos potenciales de los linfocitos T a partir de la proteina. Es mas
preferente proporcionar moléculas de anticuerpo modificadas, en las cuales se lleva a
cabo la modificacién de aminoéacidos (por ejemplo una substitucién) dentro de las
regiones mas inmundgenas de la molécula progenitora. Las realizaciones mas
preferentes de la presente invencibn comprenden moléculas de anticuerpo
modificadas, paro lo cual se ha alterado cualquiera de los ligandos del MHC clase I,
tal como para eliminar el enlace o en otro caso para reducir los numeros de alotipos
del MHC, con los cuales puede enlazarse el péptido.

Con objeto de llevar a cabo la eliminacion de los epitopos de los linfocitos T,
se llevan a cabo substituciones de aminoacidos en puntos apropiados dentro de la
secuencia peptidica prevista para alcanzar una reduccién substancial o la eliminacién
de la actividad del epitopo de los linfocitos T. En la practica, un punto apropiado sera
preferentemente asimilable a un residuo de aminoacido vinculante dentro de uno de
los bolsillos proporcionados dentro de la cisura de enlace con el MHC clase II.

Es més preferente alterar el enlace dentro del primer bolsillo de la hendidura
en la posicion del péptido denominada P1 o anclaje P1. La calidad de la interaccion
de enlace entre el residuo de anclaje P1 del péptido y el primer bolsillo de la cisura
de enlace del MHC clase Il es reconocida como un determinante principal de la
afinidad de enlace total para el péptido en su conjunto. Una substitucion apropiada en
esta posicion del péptido es ya menos apropiada para un residuo dentro del bolsillo,

por ejemplo, la substitucion por un residuo mas hidrofilo. De la misma manera, se
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consideran y quedan abarcados en el alcance de la presente los residuos de

aminoacidos en el péptido en posiciones equiparables para enlazarse dentro de otras
regiones de bolsillo en la hendidura de enlace del MHC.

Se entiende que las substituciones de un solo aminoacido dentro de un
epitopo potencial de los linfocitos T es la via mas preferente, por medio de la cual el
epitopo puede ser eliminado. Pueden tomarse en consideracion combinaciones de
substitucion dentro de un epitopo individual y, por ejemplo, pueden ser
particularmente apropiadas cuando estan solapados entre si epitopos definidos
individualmente. De manera adicional, pueden llevarse a cabo substituciones de
aminoacidos bien individualmente dentro de un epitopo dado, o0 en combinacion
dentro de un epitopo individual, en posiciones no equiparables con los "residuos de
bolsillo" con respecto a la cisura de enlace del MHC clase Il, pero en cualquier punto
dentro de la secuencia peptidica. Todas estas substituciones quedan abarcadas dentro
del alcance de la presente.

Una caracteristica importante y significativa de las moléculas de anticuerpo
modificadas de la presente invencion consiste en que éstas mantienen las actividades
funcionales del anticuerpo parental no modificado. Por lo tanto, es particularmente
deseable producir moléculas de anticuerpo modificadas en las cuales estén presentes
todas las caracteristicas técnicas beneficiosas asociadas con la eficacia terapéutica
del anticuerpo parental no modificado. Esto es adecuado con respecto a la utilidad
considerada de la invencion, concretamente para proporcionar una composicién con
eficacia terapéutica en un nimero de enfermedades importantes en los seres humanos
con inclusién especialmente del linfoma de los linfocitos B y de otras patologias en
las que intervienen los linfocitos B. Una farmaco de este tipo constituye una
realizacion preferente de la presente invencion.

Por lo tanto, la molécula de anticuerpo modificada de la presente invencién
presenta una afinidad para su antigeno diana, que es similar a la afinidad que
presenta el anticuerpo parental. Por lo tanto, la molécula de anticuerpo reconoce a los
linfocitos B humanas positivas al CD20. Se considera que la eficacia terapéutica de
la molécula parental depende de la capacidad del anticuerpo para inducir
citotoxicidad celular dependiente del anticuerpo (ADCC). Para esta actividad es

critica la capacidad de la region constante del anticuerpo (es decir del dominio Fc)
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para enlazar al componente complemento del suero humano C1qg. La ADCC y el Clq

vinculante estan favorecidos por el dominio de la regién constante de las moléculas
de anticuerpo completas, y la presente invencion contempla la produccion de
moléculas de anticuerpo completas, que comprenden un Fc humano compatible con
la induccién de la ADCC. Tales regiones constantes son, de una manera mas
preferente, cadenas pesadas IgGl en combinacion con cadenas ligeras kappa
humanas (por ejemplo Km3).

Se proporcionan proteinas de fusion, en las que las regiones V anti-CD20 de
la invenciébn estan acopladas con una proteina emparejada de fusion no
inmunoglobulina tal como una proteina anticancer. Ejemplos de tales proteinas
incluyen las citocinas. Las citocinas particularmente adecuadas son el tipo natural y
las versiones mutantes de IL-2, IL-12, formas fusionadas de IL-2 y de IL-12, y otras
interleucinas, interferones, y factores de necrosis tumoral. Los autores Gillies y
colaboradores (US5,150,650, WO 98/25978, WO 01/10912, WO 02/72605, WO
03/48334), Epstein (WO 03/15697), y Halin et al. (Cancer Res. (2003) 63:3202-10)
han descrito un numero de configuraciones de regiones V de anticuerpo anticancer y
de citocinas. Las regiones constantes de inmunoglobulina de las proteinas de fusion,
gue comprenden las regiones V, pueden ser ulteriormente modificadas por medio de
mutaciones, tales como mutaciones que afecten a la fijacion del complemento,
mutaciones que afecten al receptor Fc vinculante, mutaciones que afecten al FCRn
vinculante y mutaciones que afecten a la semivida en suero de la proteina de fusion;
ejemplos de tales mutaciones estan descritas en las publicaciones WO 09943713 y
WO01/58957.

Segun otro aspecto, la presente invencion se refiere a acidos nucleicos
aislados, que codifican composiciones polipeptidicas que se enlazan con el CD20, tal
como se define en las reivindicaciones, tales como acidos nucleicos que codifican
una molécula de anticuerpo modificada anti-CD20, un polipéptido de region variable
de cadena pesada modificado, un polipéptido de regidn variable de cadena ligera
modificado, proteinas de fusidon de anticuerpos anti-CD20, etc. La secuencia de ADN
del polinucleétido, que codifica la cadena ligera del Leul6 estd mostrada en la figura
17 (SEQ ID NO: 39). La secuencia de ADN, que codifica una version preferente,

empobrecida en epitopo, de la cadena ligera del Leul6 (es decir, que incluye VKZ y
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una region constante humana) esta mostrada en la figura 17 como SEQ ID NO: 40.

La secuencia de ADN del polinucleétido, que codifica la cadena pesada del Leul6
esta mostrada en la figura 17 (SEQ ID NO: 41). La secuencia de ADN, que codifica
una version preferente, empobrecida en epitopo, de la cadena pesada del Leul6
fusionada con IL-2 (es decir, que incluye VhY, una regién constante humana y
enlace IL-2 con el extremo C de la regidn constante) esta mostrada en la figura 17
como SEQ ID NO: 43.

Asi mismo, otro aspecto se refiere a procedimientos para el tratamiento
terapéutico de los seres humanos mediante el empleo de las composiciones
polipeptidicas que se enlazan con el CD20 de la invencion. Los ejemplos ilustran el
modo en que las composiciones polipeptidicas de la invenciéon han sido utilizadas
para el tratamiento de las células cancerosas humanas en modelos de raton, y los
resultados obtenidos mas adelante son ilustrativos, en general, de las estrategias que
podrian ser usadas para el tratamiento de canceres humanos tales como el linfoma de
los linfocitos B y otros canceres que expresan el CD20.

Las composiciones polipeptidicas que se enlazan con el CD20 de la
invencion, es decir las proteinas de fusion anti-CD20-IL2, son empleadas de la
manera siguiente: se administra una composicién polipeptidica de la invencion a un
paciente, que sufre de un cancer que expresa el CD20, tal como el linfoma de los
linfocitos B. La via preferente para llevar a cabo la administracion es la inyeccion
intravenosa 0 la inyeccidon subcutanea, pero también es posible la inyeccion
intramuscular, intraperitoneal, intradermal, o por otras vias. De la misma manera, es
posible la administracion por inhalacién, por via oral o por medio de supositorios, a
titulo de otras vias de administracion. La administracion se lleva a cabo
preferentemente en un ciclo de cuatro semanas de tres veces por semana, seguido por
ausencia de tratamiento durante las tres semanas siguientes. Los tratamientos pueden
ser mas o menos frecuentes, en funcion del comportamiento farmacocinético de la
proteina de fusion en un individuo dado. La dosificacion preferente para un adulto de
aproximadamente 70 kg se encuentra en el intervalo comprendido entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 100 miligramos por dosis, con un rango
preferente comprendido entre aproximadamente 4 y aproximadamente 20 miligramos

por dosis. La dosis mas preferente es aproximadamente de 10 miligramos para un
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adulto de 70 kg tratado una vez por mes. La respuesta de los pacientes es

monitorizada de conformidad con los procedimientos estandar.
EJEMPLOS

Los ejemplos describen ciertos procedimientos particulares para la obtencion
de proteinas de la invencion, pero los técnicos en la materia correspondiente a la
expresion proteica reconoceran que puede ser empleada una gran variedad de
técnicas perfectamente conocidas para llevar a cabo la obtencion de las proteinas de
la invencién. Por ejemplo, las proteinas de la invencion son preparadas
preferentemente en células eucariotas tales como las células de los mamiferos, tales
como las células NS/0, las células BHK, las células CHO, las células 293 o las
células PERC6. Una proteina de la invencién puede ser purificada, por ejemplo,
empleandose, en secuencia, algunas de las etapas siguientes o todas ellas: la
cromatografia en columna de resina mixturada Abx Mixed Resin, la cromatografia
de proteina A recombinante y la cromatografia en columna de Q Sepharose, seguido
por una diafiltracion de flujo tangencial Pellicon 2 para cambiar el tampon por el
tampdn de formulacion. Las etapas de inactivacion y de eliminacion del virus estan
interdigitalizadas en estas etapas. Las etapas de inactivacion y de eliminacién del
virus no son necesarias para llevar a cabo la purificacién per se, pero son usadas para
satisfacer normas reglamentarias. En otro aspecto, la presente invencion se refiere a
procedimientos para el tratamiento terapéutico de seres humanos con empleo de
moléculas de anticuerpo anti-CD20 modificadas. Los ejemplos ilustran el modo en
qgue las proteinas de la invencién han sido empleadas para tratar células cancerosas
humanas en modelos de ratén, y los resultados obtenidos mas adelante son
ilustrativos, en general, de las estrategias que podrian ser empleadas para el
tratamiento de canceres humanos tales como el linfoma de los linfocitos B y otros
canceres que expresan el CD20.
Ejemplo 1. Procedimientos y reactivos para la expresion de anticuerpos frente
al Leul6 desinmunizados.
1A: Cultivo celular y transfeccidn: con objeto de obtener clones transfectados de
manera estable, se introdujo ADN plasmido en células NS/0 de mieloma de ratén por
electroporacion. Se lavaron una vez aproximadamente 8 céll0as y se volvieron

a suspender con solucion de tampon de fosfato (PBS). A continuacion se incubaron
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diez ug de ADN plasmido linealizado con las células en una cubeta Gene Pulser

(distancia entre los electrodos 0,4 cm, BioRad) sobre hielo, durante 10 minutos. La
electroporacion se llevé a cabo empleandose un dispositivo Gene Pulser (BioRad)
con regulacion a 0,25 V y 5Q0-. Se permitio que las células se recuperasen durante

10 minutos sobre hielo, después de lo cual se volvieron a suspender en medio de
cultivo y, a continuacién, se distribuyeron en placas de 96 pocillos. Se seleccionaron
los clones, que se habian transfectado de manera estable, por medio de su
crecimiento en presencia de 100 nM de metotrexato (MTX), que fue introducido dos
dias después de la transfeccion. Las células alimentadas cada 3 dias, 2 0 3 veces mas,
y los clones resistentes al MTX aparecieron al cabo de 2 a 3 semanas. Se ensayaron
los sobrenadantes procedentes de los clones por medio del ensayo ELISA FC
antihumano y por medio de cromatografia liquida de alta presion analitica (HPLC),
para llevar a cabo la identificacion de los productores de alta capacidad (Gillies et al.
(1989) J. Immunol. Methods 125:191). Se aislaron los clones con alta capacidad de
produccion (rendimiento aproximado 1Q@ de proteina purificada por ml de
sobrenadante de cultivo celular a media escala) y fueron propagados en medio de
cultivo, que contenia 100 mM de MTX.

1B: Ensayos ELISA: se utilizaron ensayos ELISA para llevar a cabo la
determinacion de las concentraciones de los productos proteicos en los sobrenadantes
de clones resistentes al MTX. Se empleé el ensayo ELISA anti-huFc para medir la
cantidad de proteinas humanas que contienen Fc. El ensayo ELISA anti-huFc se
describe en detalle mas adelante.

A. Placas de recubrimiento:se recubrieron placas ELISA con IgG antihumana de
cabra (H+L) AFFINIPURE™ (Jackson Immuno Research) en una cantidad de 5
pug/ml en PBS y 10Qul/pocillo en placas de 96 pocillos (Nunc Immuno Plate
Maxisorp). Las placas recubiertas fueron recubiertas e incubadas a 4 °C durante la
noche. A continuacion se lavaron las placas 4 veces con 0,05 % de Tween (Tween
20) en PBS y se bloquearon con un 1 % de albumina de suero bovino (BSA)/ 1 % de
suero de cabra en PBS, 2Mpocillo. Tras incubacion con el tampdn de bloqueo a
37°C durante 2 horas, se lavaron las placas 4 veces con 0,05 % de Tween y se
secaron por recalcado sobre toallas de papel.

B. Incubacion con muestras de ensayo y anticuerpo secundase: diluyeron
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muestras de ensayo hasta las concentraciones adecuadas en tampon para muestras,

que contenia 1 % de BSA / 1 % de suero de cabra / 0,05 % de Tween en PBS. Se
prepard una curva patrén con un anticuerpo quimérico (que porta un Fc humano),
cuya concentracidon era conocida. Para preparar una curva patron se llevaron a cabo
diluciones en serie en el tampon para muestras con objeto de obtener una curva
patron, que se extiende desde 125 ng/ml hasta 3,9 ng/ml. Las muestras diluidas y los
patrones se afiadieron a la placa, focillo y la placa se incub6 a 37 °C durante 2
horas.

Después de la incubacion, la placa se lavo 8 veces con 0,05 % de Tween en
PBS. A continuacion se afiadieron a cada pocilloJl@®| anticuerpo secundario, el
conjugado de IgG antihumana de peroxidasa de rabano picante (HRP) (Jackson
Immuno Research), diluido aproximadamente en la relacién de 1:120.000 en el
tampon para muestras. La dilucion exacta del anticuerpo secundario debe ser
determinada por separado para cada lote del conjugado de IgG antihumana de HRP.
Después de la incubacion a 37°C durante 2 horas, la placa se lavd a continuacion 8
veces con 0,05 % de Tween en PBS.
C. Revelado:se afadid solucion de substrato recién preparada (substrato TMB,
BioFX Laboratories, MD) a la placa en una cantidad deyl/p®cillo y se permitid
que se revelase el color a la temperatura ambiente durante 10 minutos. La reaccion se
detuvo por medio de la adicion de HCI 1N, l@itpocillo. Se leyd la placa por
medio de un dispositivo lector de placas que estaba ajustado a una longitud de onda
de 450 nm.
1C: procedimiento para la determinacion de la concentracidn proteica basado en la
HPLC analitica: de la misma manera se determinaron las concentraciones proteicas
mediante el empleo de una HPLC analitica. Se determin6é una curva patron para la
concentracién proteica entre el rango comprendido entre 0,78 vy &0,
empleandose un protocolo de elucién basado en el pH, con una columna POROS
(Perceptive Biosystems) en un sistema HPLC Agilent 1100, y utilizandose como
patron el inmunoconjugado KS-IL2.
Ejemplo 2. Determinacion de la afinidad de enlace relativa de la proteina de
fusion Leul6 anticuerpo-IL2 empobrecida en epitopo para las células tumorales

de Daudi, que presentan el antigeno CDZe compar6 el enlace de la proteina de
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fusién Leul6-IL2 empobrecida en epitopo con los linfocitos de linfoma de Daudi,

que portan el antigeno CD20, con el enlace de otros anticuerpos anti-CD20
conocidos mediante la utilizacion del andlisis por citometria de flujo. Se utilizaron
aproximadamente 2@élulas de Daudi con diversas concentraciones de anticuerpo
en un volumen de 100l, para cada muestra ensayada. El analisis mostré que la
proteina de fusion de anticuerpo-IL2 modificada con regiones variables VHY y VKZ
se enlaza con las células que expresan el CD20, al menos como tal lo hace la
correspondiente proteina de fusion Leul6-IL2 quimérica. Esto muestra que las
mutaciones introducidas en las regiones V de Leul6 para generar VHY y VKZ no
interfieren con el antigeno vinculante. La proteina de fusién de anticuerpo-IL2 con
regiones variables VHY y VKZ es igualmente comparada favorablemente con el
RITUXAN (C2B8), asi como, también, con la proteina de fusion 2B8-IL2, que
contiene las regiones V de 2B8 murino. Los datos de la tabla 1 siguiente muestran la
intensidad media de la fluorescencia, medida en un citometro de flujo, de las células
de Daudi expuestas a diferentes concentraciones de anticuerpo o de proteina de
fusion de anticuerpo-IL2; estos datos representan un juego tipico de resultados
experimentales.

Tabla 1

Concentracion del anticuerppg/ml)

Anticuerpo 10 5 2,5 1,25 0,625 0,313 0,156 0,078
2B8-IL2 857,32/720,02 512,81 369,04 229,45 147,26 85,32 52,13
Ab(VhY/VkZ-1L2 987,54 848,56 677,11 539,35 336,41 219,48 124,33 74,77
chLeul6-IL2 789,20/665,20 489,04 363,00 219,06 131,92 78,24 52,31

2B8 997,18 816,47 647,43 491,38 311,52 215,34 130,70 86,48

Ejemplo 3. Citotoxicidad con intervencion celular, dependiente del anticuerpo
(ADCC) inducida por proteinas de fusion anti-CD20-IL2, que portan mutaciones
que reducen la inmunogenia.

Se expusieron linfocitos NS/O, que expresan el CD20, a diversas

concentraciones de anticuerpo o de proteina de fusion de anticuerpo-IL2 y se
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ensayaron con respecto a la lisis de DAC, de acuerdo con los procedimientos

estandar. Un juego de datos tipico esta mostrado en la FIGURA 5. Las proteinas
ensayadas eran las siguientes: chLeul6 es un anticuerpo quimérico, que esta
constituido por las regiones V de Leul6 de ratdn y por las regiones constantes de
IgG1 humana; la chLeul6-IL2 es un anticuerpo quimérico, que esta constituido por
las regiones V de Leul6 de raton y por las regiones constantes de IgG1l humana, con
una mitad IL-2 humana fusionada con el extremo C de la cadena pesada del
anticuerpo; Ab(VhY/VKkZ)-IL2 es idéntica a la chLeul6-IL2, con excepcidon de que
estaban presentes los dominios variables VhHY y VKZ listados en las FIGURAS 3y
4 en lugar de las regiones V de Leul6 murino; 2B8 es, en esta figura, un anticuerpo
quimérico, que esta constituido por las regiones V de raton de 2B8 y por las regiones
constantes de IgG1l humana; el 2B8-IL2 es, en esta figura, un anticuerpo quimerico,
que esta constituido por las regiones V de raton de 2B8 y por las regiones constantes
IgG1 humana, con una mitad IL-2 humana fusionada con el extremo C de la cadena
pesada del anticuerpo; y KS-IL2 es un anticuerpo anti-EpCAM, con una mitad IL-2
humana fusionada con el extremo C de la cadena pesada del anticuerpo. La proteina
KS-IL2 sirve como control negativo. Algunas de las proteinas de fusion anticuerpo-
IL2 tienen mutaciones de los aminoacidos de cadena pesada del extremo C tal como
se ha descrito por los autores Gilliisal. (WO 02/66514); estas mutaciones no
tenian efecto sobre los datos de ADCC.

Los datos indican que una proteina de fusion, que porta las regiones variables
VhY y VKZ tenia una actividad para la estimulacion de la ADCC igual que la des las
moléculas que portan regiones V murinas que se enlazan con CD20. Se determiné la
actividad IL2 por medio de diversos ensayos celulares diferentes. Los resultados
estan indicados en la tabla 2 siguiente.

Tabla 2

Linfocitos T linfocitos T +IL2 R_

CTLL-2 EDsy A HUPBMC EDso  Juego-225EER | TF-1 EDyo

media (ng/ml)| media (ng/ml) = media (ng/ml)  media (ng/ml)
KS IL2 1,71 2,09 0,08 0,51

R&D Hu IL2 0,65 1,51 0,07 0,71
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Linfocitos T linfocitos T +IL2R_

CTLL-2 EDsy A HUPBMC EDso  Juego-225EEy | TF-1 EDy
media (ng/ml)| media (ng/ml) = media (ng/ml)  media (ng/ml)

ChLeul6-1L2 0,06 1,15
D1-Leul6- 1,94 2,03 0,05 1,14
IL2

D1-Leu-16 3,30 3,42 0,09 1,99
IL2 Degly

De la misma manera, se ha encontrado que las inmunocitocinas basadas en
IL-2, que actuan sobre el CD20, son altamente eficaces en modelos de ratén SCID de
linfomas perfectamente establecidos, al menos en ausencia de los linfocitos B
humanas normales, que expresan el mismo antigeno superficial, y que el empleo de
inmunocitocinas era mucho mas eficaz que el del anticuerpo desnudo para ampliar la
supervivencia de los ratones con enfermedad diseminada, independientemente de la
carencia de linfocitos T funcionales, linfocitos que han sido identificados muchos
estudios preclinicos por ser efectores primarios de la actividad antitumoral de la
inmunocitocina.

Ejemplo 4. Citotoxicidad dependiente del complemento (CDC) inducida por
proteinas de fusion anti-CD20-IL2, que portan mutaciones que reducen la
iInmunogenia.

Para determinar la actividad CDC de anticuerpos y de proteinas de fusion de
la invencién, se incubaron células de Daudi marcadas @ndurante 1 hora con
plasma humano (diluido 1 en 8) como una fuente de complemento. El porcentaje de
lisis especifica se calculd restdndose la radioactividad de fondo de los valores
experimentales, dividiéndose por la radioactividad emitida total obtenida por lisis
con detergente, y multiplicAndose por 100.

Una comparacion entre las actividades CDC del anticuerpo Leu-16 quimérico
y del correspondiente anticuerpo Leul6 con regiones V empobrecidas en epitopo
indico que las actividades de estos dos anticuerpos eran esencialmente idénticas. Una

comparacion similar entre las actividades CDC de la fusiéon quimérica Leu-16
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anticuerpo-IL2 y de la correspondiente fusién Leul6 anticuerpo-IL2 con regiones V

empobrecidas en epitopo indicé que las actividades de estas dos proteinas de fusion
eran, asi mismo, esencialmente idénticas.

En contra de lo que ocurre con la ADCC, la CDC se redujo algo como
consecuencia de la fusion IL-2 con el extremo C de la cadena H (figura 2B). Con
anterioridad se habia descrito un efecto similar con una inmunocitocina anti-GD2
(Gillies SD, et al. Cancer Res. (1999);59:2159-2166.). En la figura 7C se han
mostrado resultados tipicos.

Eiemplo 5. Perfil farmacocinético de una proteina de fusion Leul6-IL2
empobrecida en epitopo.

En un constructo particularmente conveniente Leul6VhY/VkZ-IL2, se
mantuvieron el FcR vinculante y la actividad ADCC mediante la utilizaciéon de un
isotipo de cadena pesada Cgl pero que tenia incorporada una region de union
modificada entre la cadena H y la IL-2 con objeto de reducir la protedlisis
intracelular (WO 01/58957). De manera especifica, se empled un cambio de lisina
por alanina que corresponde al aminoacido C-terminal de la cadena pesada del
anticuerpo. La proteina resultante tenia un perfil farmacocinético favorable después
de la administracion i.v., especialmente durante la fase a de distribucion (figura 8).
Se examino el efecto del FcR vinculante sobre el perfil farmacocinético por medio
del ensayo de la Leul6VhY/VKZ desglicosilada por via enzimatica en el mismo
experimento. Los resultados indican que la pérdida del FcR vinculante mejora algo el
comportamiento farmacocinético. En funcion de la aplicacién y de la frecuencia
deseada de la administracion, puede ser preferible emplear una molécula de
Leul6VhY/VKZ-IL2 con el locus de glicosilacion enlazado con N en el dominio
CH2, que tiene actividad ADCC pero una semivida en suero relativamente mas corta,
0 una molécula de Leul6VhY/VkZ-IL2, que carezca de locus de glicosilacion
enlazado con N en el dominio CH2, que no tiene actividad ADCC pero que tiene una
semivida en suero relativamente prolongada.

Eiemplo 6. Perfil de eficacia de una proteina de fusion Leul6-IL2 empobrecida en
epitopo.

Se inyectaron ratones SCID i.v. con 5 ¥ OD20+ linfocitos de linfoma de

Daudi (dia 0) seguido por inyeccion i.v. de inmunocitocinas (5 dosis diarias de 5 o de
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20 mg) o con anticuerpo de control (500 mg cada dos dias con un total de 3 dosis)

comenzandose el dia 7. Se empled una inmunocitocina de control 425-IL2 de baja
selectividad, especifica para el EGFER (control), a dosis elevada para demostrar la
actividad debida, en primer lugar, a la semivida alterada de la IL-2. Los resultados
fueron registrados como estado general de salud, por ejemplo paralisis, que precede
al fallecimiento entre los dias 10-14, y supervivencia de los ratones. Las figuras 9-12
muestran resultados tipicos. Los datos en las figuras 10-12 proceden de un solo
experimento a gran escala, pero los datos estan presentados en diferentes figuras para
facilitar la comprension. En los primeros experimentos antitumorales se inyectaron
células de Daudi i.v. en ratones SCID dando por resultado una enfermedad
extensamente diseminada, que condujo a la paralisis de todos los ratones el dia 30.
Se retraso el tratamiento hasta el dia 7 para asegurar que las células tumorales se
habian injertado por completo. Hemos comparado dosis bajas y dosis moderadas
tanto de las inmunocitocinas quiméricas como de las inmunocitocinas
Leul6VhY/VKZ-IL2 con dosis elevada de rituximab, empleandose 5 dosis diarias de
las inmunocitocinas y 3 dosis, en dias alternos, del anticuerpo. Se eligio este
programa debido a que la semivida en circulacién del rituximab es mucho mayor
(varios dias) en comparacién con la de las inmunocitocinas (aproximadamente 8
horas). Bajo estas condiciones, el rituximab (25 mg/kg x 3) amplid en un 50 % la
supervivencia de los ratones que portaban tumor, desde los dias 39 hasta 56, con
relaciéon al control PBS (figura 4). Los grupos con dosis baja de quimérico y de
Leul6VhY/VKZ-1L2 (0,25 mg/kg x 5) tenian una curva de supervivencia similar (50

% de supervivencia el cabo de 64 dias) como ocurre con la dosis elevada de
rituximab. Los grupos tratados con las dosis elevadas de las inmunocitocinas (1
mg/kg x 5) mostraron un aumento espectacular de la supervivencia sin fallecimiento
de los ratones en el grupo de la Leul6VhY/VKZ-IL2 al final del experimento (dia
110) y unicamente falleci6 1 de cada 8 ratones en el grupo de la chLeul6-IL2. De
este modo, las regiones V empobrecidas en epitopo del anticuerpo Leul6 eran tan
eficaces como las del anticuerpo Leul6 murino, en el contexto de una
inmunocitocina basada en IL-2, para el tratamiento de linfoma diseminado en ratones
SCID. De igual modo, en el mismo experimento se ensayo la contribucion de la

funcion efectora de anticuerpo sobre la actividad antitumoral, empleandose la
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Leul6VhY/VKZ-IL2 desglicosilada por via enzimatica, que ha perdido la actividad

ADCC como se ha mostrado mas arriba (figura 7B). Como se ha mostrado en la
figura 12, se preservO una porcion significativa de la actividad antitumoral
independientemente de la pérdida de la actividad ADCC. En fechas posteriores se
observé una marcada diferencia entre las formas intactas y las formas desglicosiladas
en los grupos de mayor dosis. Por lo tanto, mientras que la ADCC parece que juega
un papel en este modelo, una gran parte de la actividad antitumoral en este modelo
puede ser atribuida a la sola administraciéon de la IL-2 selectiva del tumor. Con
objeto de poner de manifiesto la importancia del enlace real de una inmunocitocina
empobrecida en epitopo con una célula diana, en contra de lo que ocurre con un
efecto de la simple ampliacion de la semivida en suero de la IL-2, se ensay0 una
inmunocitocina IL-2 de control que es selectiva del EGFR (Cruz et al. J Biotechnol.
(2002) 26;96:169-183), que se expresa solo a niveles muy bajos (figura 6B) en esta
linea celular. Se encontré que, incluso la dosis mayor (1 mg/kg), administrada
durante 5 dias consecutivos, tiene una actividad antitumoral mucho menor en este
modelo que la misma dosis de las inmunocitocinas que son selectivas para el CD20
(figura 13). Por lo tanto, la inmunocitocina selectiva para el EGFR tiene una
actividad significativamente menor que la misma dosis de la Leul6VhY/VKKIL2
administrada so6lo dos veces, a intervalos de tres dias (los dias 7 y 10), o a una dosis
cuatro veces menor administrada durante 5 dias. Estos resultados demuestran la
importancia de la selectividad especifica de las células tumorales para la actividad
antitumoral.

Actividad antitumoral de los componentes separados constituidos por el
anticuerpo y por la IL-2. Ensayos clinicos que combinan el rituximab y la IL-2 han
mostrado tasas acrecentadas de respuesta (Friedberg et al. Br. J. Haematol. (2002);
117:828-834). Esta combinacion fue ensayada en el mismo modelo de linfoma de
Daudi empleandose dos enfoques diferentes y se compar6 con el tratamiento con la
Leul6VhY/VKZ-IL2. En el primero de los casos, se administraron a los animales i.v.
durante 5 dias consecutivos cantidades molares equivalentes del anticuerpo
Leul6VhY/VKZ y de la IL-2, contenidas en 20 mg de la Leul6VhY/VkZ-IL2. En el
segundo de los casos, se administraron s.c. 25 mg/kg del rituximab y 10 mcg de la

IL-2 cada dos dias, en 3 dosis. Este segundo régimen de dosificacion aseguraria
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niveles elevados de anticuerpo asi como una activacion sostenida de la IL-2 como

consecuencia del efecto depdsito de la administracion s.c. Los resultados indican que
los dos protocolos de combinacion dan como resultado, a groso modo, el mismo
grado de actividad antitumoral, con un 50 % de supervivencia al cabo de 63 dias
(figura 14). El tratamiento con cantidades equivalentes de la inmunocitocina
Leul6VhY/VkZ-IL2, empleada en el grupo de combinacion de dosis baja, dio como
resultado una supervivencia a largo plazo de todos los ratones. Esto es
particularmente notable puesto que los grupos tratados, por separado, con el
anticuerpo y con la IL-2 estdn expuestos al anticuerpo durante un tiempo mucho
mayor que la Leul6VhY/VkZ-IL2 como consecuencia de que su semivida es mucho
mayor. Por otra parte, las cantidades de la IL-2, que fueron empleadas para llevar a
cabo la comparacion, estaban basadas en masa y no en unidades de actividad de la
IL-2. Tal como se muestra mas arriba en la tabla 2, la rlL-2 libre es
aproximadamente 3 veces mas activa que la cantidad molar equivalente de la IL-2
contenida en la Leul6VhY/VkZ-IL2 cuando se mide con una linea celular de raton,
que exprese la elevada afinidad del IL-2R. Para células inmunitarias de ratén, que
expresan unicamente el IL-2R intermedio, esta diferencia es mas de 10 veces mayor,

en favor de la rIL-2 libre.

Ejemplo 7. Actividad antitumoral de las moléculas de Leul6VhY, VKZ en ratones

reconstituidas con células inmunitarias human&n el modelo SCID, reconstituido

con linfocitos B humanas, se inyectaron ratones i.v. con 8 €00+ linfocitos de
linfoma de Daudi el dia 0 y con 4,5 x"lde PBMC humanos el dia 5. Un grupo de
ratones (n = 8) recibié solamente PBS; un grupo recibié solamente anticuerpo (500
mg el dia 7, 9 y 11); un grupo recibié solamente inmunocitocina (20 mg los dias 11-
15); y un grupo recibié la combinacion de anticuerpo (500 mg el dia 7, 9y 11) y de
inmunocitocina (20 mg los dias 11-15). Se comprobd en todos los ratones la
presencia de anticuerpos humanos en su suero mediante el ensayo ELISA I1gG
antihumana los dias 21 y 34. La selectividad del CD20 sobre los linfocitos de
linfoma B es complicada debido a que el antigeno es expresado en los linfocitos B
normales. De este modo, la terapia comprende el empobrecimiento selectivo de las
células tumorales en la base de un gran namero de linfocitos B normales. Puesto que

la dosificacion de la inmunocitocina IL-2 debe ser limitada, probablemente, debido a
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la toxicidad del componente IL-2, es improbable que puedan ser usadas para la

LeuléVhyY, VKZ-IL2 las elevadas dosis, que son requeridas para el
empobrecimiento de los linfocitos B normales por el anticuerpo desnudo. El
tratamiento combinado es probablemente un enfoque clinico, en el que la terapia con
Leul6VhY, VKZ-IL2 seguiria al tratamiento con rituximab para disminuir, en
primer lugar la carga, tanto de las células tumorales CD20+ como, también, la de los
linfocitos B normales. En una tentativa para crear un modelo tumoral mas realista, se
inyectaron ratones con linfocitos B humanas que contenian PBMC vy, a continuacion,
se compard la monoterapia con el rituximab o con la Leul6VhY/VkZ-IL2 asi como
la combinacién en la que el anticuerpo es administrado a una dosis Unica el dia 7,
seguido por un ciclo de terapia con la Leul6VhY/VkZ-IL2 comenzandose el dia 11.
Un segundo juego de ratones no fue implantado con PBMC humanos pero recibio los
mismos regimenes de tratamiento. Se obtuvo la confirmacién de que los linfocitos B
habian sido implantados llevandose a cabo la medicion de los niveles de IgG humana
en todos los grupos de ratones. Los datos en la tabla 3 muestran que todos los ratones
que recibieron PBMC humanos tenian niveles de IgG humana > 500 ug/ml lo que
demuestra un injerto eficaz.

Tabla 3. Produccion de anticuerpos humanos en ratones SCID implantados con

PBMC humanos

Dia 21 Dia 34

Grupo de tratamiento  Linfocitos- | Linfocitos + B Linfocitos- | Linfocitos + B

B B
PBS NT > 500 0 > 500
DI-Leul6-1L.2 (d 1% NT 64,1 0,83 88,31
15)
Rituximab (d 7) NT 14,32 9,12 6,18
Combinacion NT 9,55 6,0 5,8

Se cuantificaron los anticuerpos humanos por medio del ensayo ELISA anti-

IgG y se representaron en mcg/ml. Los anticuerpos detectados en el grupo de
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linfocitos - B muestran la contribucién del rituximab y de la DI-Leul6-IL2 (ambas

IgG humanas) al total de anticuerpo en circulacion. Los niveles de anticuerpos el dia
21 muestran aumentos espectaculares en todos los grupos de tratamiento, con
inclusién de la monoterapia con la Leul6VhY/VkZ-IL2, sin embargo, el nivel en
IgG se acrecent6 ligeramente el dia 34, lo que indica una produccion continuada por
parte de los linfocitos B. El tratamiento con el rituximab o con la combinacion, por
otro lado, dio como resultado la eliminacion de la produccién de anticuerpos
humanos el dia 34. Los niveles remanentes, detectados en la sangre de los ratones en
ambos grupos tratados con el rituximab y con la combinacion, eran claramente del
propio rituximab, puesto que se encontraron los mismos niveles en los grupos
correspondientes, que no fueron implantados con PBMC. Por lo tanto, los resultados
mostraron que las actividades antitumorales de todos los grupos de tratamiento no
guedaron afectadas de manera significativa por la presencia de los linfocitos CD20+
B humanos (figura 15). Sin pretender un compromiso tedrico, esto puede deberse, en
parte, a la capacidad de la Leul6VhY/VKkZ-IL2 sola para eliminar la mayoria de los
linfocitos B implantados, asi como de las células tumorales. En este modelo se redujo
marcadamente el nivel de actividad de la Leul6VhY/VkZ-IL2, en comparacion con
los experimentos previos, como consecuencia del aplazamiento de la iniciacion del
tratamiento (dia 11 frente al dia 7) sin embargo, debe observarse que Uunicamente se
utilizé un solo ciclo de tratamiento para comparar moléculas diferentes y serian
clinicamente utiles ciclos de tratamiento adicionales. De la misma manera, hemos
encontrado que la combinacion de una sola dosis de rituximab, seguida por un solo
ciclo con la Leul6VhY/VkZ-IL2, tenia, como minimo, actividad antitumoral aditiva,
permaneciendo la mayoria de los ratones libre de enfermedad al final del
experimento (dia 120).
Ejemplo 8. Procedimientos generales para la eliminacion de los epitopos de los
linfocitos T a partir de los anticuerpos anti-CD20

Los autores Haisma et al. (Blood 92:184 (1998)) han descrito otro anticuerpo
anti-CD20, denominado 1H4, cuyas regiones V tienen aproximadamente un 95 % de
identidad con las regiones V del Leul6. La figura 16 muestra una alineacion de las
regiones V pesada y ligera (kappa) del 2B8, del Leul6, de sus derivados

empobrecidos en epitopo de conformidad con la invencion, y del 1H4. A partir del
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descubrimiento de que los anticuerpos 2B8, Leul6 y 1H4 tienen una secuencia tan

similar, una deducciéon de la invencion consiste en que todos estos anticuerpos
reconocen al mismo epitopo en CD20. Sin pretender un compromiso teorico, una
observacién de la invencion consiste en que el CD20 es una proteina altamente
conservada entre el ratbn y los seres humanos y que existe una secuencia
CEPANPSEKNSPSTQYC (SEQ ID NO: 38) en el dominio extracelular del CD20
que corresponde a la secuencia CEPSNSSEKNSPSTQYC (SEQ ID NO: 29) en el
CD20 de raton. En el CD20 humano, la secuencia NPS no esta glicosilada en N,
mientras que la secuencia correspondiente NSS en el CD20 de raton esta glicosilada
en N. De acuerdo con esta teoria de la invencion, la falta de glicosilacion en N en el
CD20 humano revela un epitopo de anticuerpo, que esta ausente en el CD20 de raton
de tal manera que, cuando los ratones son inmunizados con el CD20 humano, este
epitopo no sera reconocido como propio por el sistema inmune del ratén. Por lo
tanto, de conformidad con la invencién, las regiones V iniciales de un anticuerpo
monoclonal, dirigidas contra el CD20, tienen una identidad en la secuencia de, al
menos, un 80 %, y de una manera mas frecuente tienen una identidad en la secuencia
de, al menos, un 90 %, con las regiones V de Leul6 o de 2B8. El anticuerpo 1H4 es
un ejemplo a este respecto. De conformidad con la invencién, los epitopos de los
linfocitos T en un anticuerpo anti-CD20, por ejemplo 1H4, son eliminados en primer
lugar por medio de la alineacion de las regiones V de cadena pesada y de cadena
ligera con Leul6, con 2B8 y con las correspondientes variantes empobrecidas en
epitomo, que estan mostradas en la figura 16 y, en segundo lugar, por medio de la
introduccion de mutaciones en las regiones V del anticuerpo contra el CD20, tal
como el 1H4, que corresponde a las mutaciones introducidas en las versiones
empobrecidas en epitopo del Leul6 y/o del 2B8. Las alineaciones pueden ser
llevadas a cabo por medio de una alineacibn manual o empleandose programas de
alineacion perfectamente conocidos tales como el BLAST. Por ejemplo, cuando se
usan las alineaciones de la figura 16, es evidente que se genera un dominie Vh anti
CD20 con uno o varios de los segmentos de aminoacidos siguientes:
SGAELKKPGAS, VSCKASGYT, LEWTGAIY, YNQKFKGKT, FKGKTTLTA,
YMELSSLRS, SSLRSEDTAV, y DWGTGTTVT es decir, SEQ ID NO: 15-22,

respectivamente. De manera similar, cuando se utilizan las alineaciones de la figura
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16, es evidente que se genera un dominio VL anti-CD20 con uno o varios de los

segmentos de aminoacidos siguientes: ITASPGEKYV, CRASTSASY, QQKPTSSP,
LASGVPSRF, FSGSGSGTT, y YSMTISSLE, es decir, SEQ ID NO: 23-28,
respectivamente. En particular, se genera una variante del anticuerpo 1H4 con uno o
mas de los segmentos de aminoacidos precedentes de este parrafo. La utilidad de las
mutaciones introducidas de forma novedosa puede ser verificada, ademas, por medio
de la comprobacion de que los epitopos de los linfocitos T han sido realmente
eliminados, mediante la utilizacion de procedimientos estandar para la deteccion de
la actividad de los epitopos de los linfocitos T. Por ejemplo, pueden ser empleados
procedimientos como los de los autores Carr et al. (solicitud de patente
norteamericana US 20030153043 y WO 02/069232). De manera alternativa, pueden
afadirse a las células inmunitarias los péptidos correspondientes a los epitopos
potenciales de los linfocitos T, de manera preferente a las células inmunitarias
humanas, y pueden ser ensayadas con respecto a la capacidad para estimular la
proliferacion celular de acuerdo con técnicas estandar. Las proteinas
correspondientes, que contienen la region V, estan configuradas como anticuerpos
completos, como proteinas de fusion de anticuerpos, como Fabs, como proteinas de
fusion de Fab, como proteinas Fv monocatenarias o en forma de otras
configuraciones estandar de las regiones V de anticuerpos. Las correspondientes
proteinas, que contienen la region V, son producidas entonces de conformidad con
los procedimientos estandar de expresion de proteinas, tales como los que han sido

descritos més arriba en los ejemplos.
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REIVINDICACIONES

1.- Una molécula de anticuerpo anti-CD20 fusionada con IL-2, que

comprende:

(1) un polipéptido de region variable de cadena pesada, modificado, que tiene la
secuencia de residuos de aminoacidos de la SEQ ID NO: 9, pero que incluye,
como minimo, una substitucion de residuos de aminoéacidos en dicha
secuencia, elegida entre el grupo constituido ppKVM2oV, AssT, QsoE,

Te7R, 1T, DoaV, y A114T,

(i)  un polipéptido de region variable de cadena ligera, modificado, que tiene la
secuencia de residuos de aminoacidos de la SEQ ID NO: 11, pero que
incluye, como minimo, una substitucion de residuos de aminoacidos en dicha
secuencia, elegida entre el grupo constituido pdr 8121, AseS, SoT, L7oM,

R7eS, y VL, y
(i)  una regiodn constante de cadena pesada de IgG humana y una region constante

de cadena ligera humana.

2.- Una proteina de fusion de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacion 1, en
la que la region constante de la IgG es una region constante de la IgG1 humana.

3.- Una proteina de fusion de anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacion 1 o 2,
en la que la regidon constante de cadena ligera humana es una region constante de
cadena ligera kappa humana.

4.- Una proteina de fusion de anticuerpo anti-CD20, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende una region variable de
cadena pesada, que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10.

5.- Una proteina de fusion de anticuerpo anti-CD20, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende una region variable de
cadena ligera, que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 12.

6.- Una proteina de fusion de anticuerpo anti-CD20, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende una region variable de
cadena pesada, que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 10 y una
region variable de cadena ligera, que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID
NO: 12.

7.- Una proteina de fusion de anticuerpo anti-CD20, de conformidad con
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cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el extremo C de la molécula de

anticuerpo esta fusionado con el extremo N de la IL-2.

8.- Una proteina de fusién de anticuerpo anti-CD20, de conformidad con la
reivindicacién 1, codificada por las secuencias de ADN de la SEQ NO: 40 y de la
SEQ NO:43.

9.- Una composicion farmaceéutica, que comprende una proteina de fusion de
anticuerpo anti-CD20, de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
junto con un soporte, un excipiente o un diluyente farmacéuticamente aceptable.

10.- La composicion farmacéutica de la reivindicacién 9, que comprende,
ademds, un farmaco adicional farmacoldgicamente efectivo.

11.- Una molécula de ADN, que codifica una proteina de fusion de anticuerpo
anti-CD20, de conformidad con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8.

12.- Uso de una proteina de fusion de anticuerpo anti-CD20 de cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8 o de una composicion farmacéutica de la reivindicacién 9 o
10, para la fabricacion de un medicamento destinado al tratamiento de canceres que
expresan CD20.

13.- Uso de la reivindicacion 12, en el que dicho cancer es un linfoma de los
linfocitos B.

14.- Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion de
anticuerpo anti-CD20 de la reivindicacion 8 y rituximab de anticuerpo monoclonal.

15.- Una proteina de fusién de anticuerpo anti-CD20, de conformidad con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, para el uso en el tratamiento de canceres que
expresan CD20.

Siguen veintitrés hojas de dibujos.
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Figura 1

2BSVH:

QVOLQQPGAELVKAGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAIYPGNGDTSYN
QKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDTYFNVWGAGTTVIVSA

VhC:

QVQLOQPGAELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWTGAIYPGNGDTSYN
QKFKGKTTLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTIVTVSA

VhD:

QVQLQQPGAELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAIYPGNGDTSYN
QKFKGKTTLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTTVTVSA
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Figura 2

2B8VL:

QIVLSQSPAILSASPGEKVIMTCRASSSVSYIHWFQQOKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLT
ISRVEAEDAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLEIK

VKA:

QIVLSQSPAIITASPGEKVTMICRASTSASYIHWFQQKPTSSPKPWIYATSNLASGVPSRF
SGSGSGTTYSMTISSLEAEDAATYYCQOWTSNPPTFGGGTKLEIK

VkB:

QIVLSQSPAIITASPGEKVTMTCRASTSVSYIHWFQQKPTSSPKPWIYATSNLASGVPSRF
SGSGSGTTYSMTISSLEAEDAATYYCQOWTSNPPTFGGGTKLEIK

YkC:

QIVLSQSPAIITASPGEKVIMTCRASTSVSYIHWFQOKPGSSPKPWIYATSNLASGVPSRF
SGSGSGTTYSMTISSLEAEDAATYYCQOWTSNPPTFGGGTKLEIK

VkD:

QIVLSQSPAIITASPGEKVIMTCRASSSVSYIHWFQQKPGSSPKPWIYATSNLASGVPSRF
SGSGSGTTYSMTISSLEAEDAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLEIK
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Figura 3

Leu-16VH:
EVQLOQSGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLEWIGA
IYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSADYYCARSN
YYGSSYWFFDVWGAGTTVTVSS

Leu-16VHY:
EVQLQQSGAELKKPGASVKYSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLEWIGA

IYPGNGDTSYNQKFKGKTTLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSN
YYGSSYWFFDVWGTGTTVTVSS

Figura 4

Leu-16VL:

DIVLTQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVNYMDWYQKKPGSSPKPWIYAT
SNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQWSFNPPTFGGG
TKLEIK

Leu-16VLZ:

DIVLTQSPAIITASPGEKVTMTCRASSSVNYMDWYQKKPGSSPKPWIYAT
SNLASGVPgRFSGSGSGTEYSETIS§£EAEDAATYYCQQWSFNPPTFGGG
TKLEIK
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Figura 16
Secuencias de cadena pesada de anticuerpos anti-CD20
1 | | I l 50
2BBVH QOVQLQOPGAELVKAGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWNIGA
2B8VHC QVQLQQPGAELKKEGASVKYSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGA
2B8VHD QVOLQQPGAELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGA
Leul6VH EVQLQQSGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLEWIGA
Leul&VHY EVQLQOOSGAELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLEWIGA
1H4 VH QVQOLOQPGAELVKPGASVKMSCKTSGYTFTSYNVHWVKQTPCQGLEWIGA
51 | ! | ] 100
2BBVH IYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSL,TSEDSAVYYCARST
2B8VHC IYPGNGDTSYNQKFKGKTITLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARST
2B8VHD IYPGNGDTSYNQKFKGKTTLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARST
Leul6VH IYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSADYYCARSN
Leul6VHY IYPGNGDTSYNQKFKGKTTLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSN
1H4 VH IYPGNGDTSFNQKFKGKATLTADKSSSTVYMOLSSLTSEDSAVYYCARSN
101 | I 122
2B8VH YYGGD~ -TYFNVWGAGTTVTIVSA
2BBVHC YYGGD- -WYFNVWGAGTTVTVSA
2B8VHD YYGGD- -WYFNVWGAGTTVTVSA
Leul6VH YYGSSY-WFFDVWGAGTTVTVSS
Leul6VHY YYGSSY-WFFDVWGTGTTVTVSS
1H4 VH YYGSSYVWFFDVWGAGTTGTGSS
Secuencias de cadena ligera de anticuerpos anti-CD20
1 | | | | 50
2B8VK QIVLSQSPAILSASPGEKVIMTCRASSSVSYIHWFQOKPGSSPKPWIYAT
2B8VKA QIVLSQSPAIITASPGEKVIMTCRASTSASYIHWFQQKPTSSPKPWIYAT
2B8VKB QIVLSQSPAIITASPGEKVTMTCRASTSVSYIHWFQQKPTSSPKPWIYAT
2B8VKC QIVLSQSPAIITASPGEKVIMTCRASTSVSYIHWFQQOKPGSSPKPWIYAT
2B8VKD ' QIVLSQOSPAIITASPGEKVIMTCRASSSVSYIHWFQQOKPGSSPKPWIYAT
Leul6VK DIVLTQSPAILSASPGEKVIMTCRASSSVNYMDWYQKKPGSSPKPWIYAT
Leul6VKZ DIVLTQSPAIITASPGEKVIMTCRASSSVNYMDWYQKKPGSSPKPWIYAT
1H4 VK QIVLSQSPTILSASPGEKVTMTCRASSSVSYMDWYQQKPGSSPKPWIYAT
51 | | | | 100
2B8VL SNLASGVPVRFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQOWTSNPPTFGGG
2B8VKA SNLASGVPSRFSGSGSGTITYSMTISSLEAEDAATYYCQOWTSNPPTFGGG
2B8VKB SNLASGVPSRFSGSGSGTTYSMTISSLEAEDAATYYCQOWTSNPPTFGGG
2B8VKC SNLASGVPSRFSGSGSGTTYSMTISSLEAEDAATYYCQQWTSNPPTFGGG
2BBVKD NLASGVPSRFSGSGSGTTYSMTISSLEAEDAATYYCQOWTSNPPTFGGG
Leul6VK NLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQWSEFNPPTFGGG
Leul6VK2Z SNLASGVPgRFSGSGSGTIYSMTIS§£EAEDAATYYCQQWSFNPPTFGGG
1H4 VK SNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQOWISNPPTFGAG
101
2B8VL TKLEIK
2B8VKA TKLEIK
2B8VKRB TKLEIK
2BBVKC TKLEIK
2B8VKD TKLEIK
LeulsVK TKLEIK
Leul6VKZ TKLEIK

1H4 VK TKLELK
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Figura 17

SEQ ID NO. 1 —Regidn V de cadena pesada del anticuerpo 2B8
QVQLQQPGAELVKAGASVKMSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAI YPGNGDTSYNQKFKG
KATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSAVYYCARSTYYGGDTYFNVWGAGTTVTIVSA

SEQ ID NO. 2 — Regidn V de cadena pesada VhC
QVOLQOPGAELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMEWVKQTPGRGLEWTGAIYPGNGDTSYNQKFKG
KTTLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTTVIVSA

SEQ ID NO. 3 ~- Regidn V de cadena pesada VhD
QVQLOQPGAELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGRGLEWIGAI YPGNGDTSYNQKFKG
KTTLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSTYYGGDWYFNVWGAGTTVIVSA

SEQ ID NO. 4 — Regiodn V de cadena ligera del anticuerpo 2B8
QIVLSQSPAILSASPGEKVIMTCRASSSVSYIHWFQOKPGSSPKPWIYATSNLASGVPVRFSGSGS
GTSYSLTISRVEAEDAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO. 5 — Regidn V de cadena ligera VKA
QIVLSQSPAIITASPGEKVTMTCRASTSASYITHWFQOKPTSSPKPWIYATSNLASGVPSRFSGSES
GTTYSMTISSLEAEDAATYYCQOWTSNPPTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO. 6 — Region V de cadena ligera VKB
QIVLSQSPAIITASPGEKVTMTCRASTSVSYIHWFQQKPTSSPKPWIYATSNLASGVPSRFSGSGS
GTTYSMTISSLEAEDAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO. 7 —Regidn V de cadena ligera VkC
QIVLSQSPAIITASPGEKVTMTCRASTSVSYIHWFQOKPGSSPKPWIYATSNLASGVPSRFSGSGS
GTTYSMTISSLEAEDAATYYCQOWTSNPPTFGGGTKLEIK

SEQ ID NO. 8 — Regidn V de cadena ligera VkD
QIVLSQSPAIITASPGEKVIMTCRASSSVSYITHHFQOKPGSSPKPWIYATSNLASGVPSRFSGSGS
GTTYSMTISSLEAEDAATYYCQQWTSNPPTFGGGTKLEIK
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Fiqura 17 (continuacion)

SEQ ID NO. 9 —Regidén V de cadena pesada del anticuerpo Leu-16
EVQLQQSGAELVKPGASVKMSCKASGYTFTSYNMEWVKQTPGOGLEWIGA
IYPGNGDTSYNQKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSEDSADYYCARSN
YYGSSYWFFDVWGAGTTVTVSS

SEQ ID NO. 10 —Regidn V de cadena pesada VhY
EVQLQQSGAELKKPGASVKVSCKASGYTFTSYNMHWVKQTPGQGLEWIGA
IYPGNGDTSYNQKFKGKTTLTADKSSSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARSN
’fYGSSYWFFDVWGIGTTVTVSS

SEQ ID NO. 11 —Regidn V de cadena ligera del anticuerpo Leu-16
DIVLTQSPAILSASPGEKVTMTCRASSSVNYMDWYQKKPGSSPKPWIYAT
SNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQOWSFNPPTFGGG
TKLEIK

SEQ ID NO. 12 —Regidn V de cadena ligera VLZ
DIVLTQSPAIEIASPGEKVTMTCRASSSVNYMDWYQKKPGSSPKPWIYAT
SNLASGVPSRFSGSGSGTTYSMTISSLEAEDAATYYCQQWSFNPPTFGGG
TKLEIK

SEQ ID NO. 13 -Regidn V de cadena pesada del anticuerpo 1H4
1H4 VH QVQLQQPGAELVKPGASVKMSCKTSGYTFTSYNVHWVKQTPGQGLEWIGA
1H4 VH IYPGNGDTSFNQKFKGKATLTADKSSSTVYMQLSSLTSEDSAVYYCARSN
1H4 VH YYGSSYVWFFDVWGAGTTGTGSS

SEQ ID NO. 14 - Regidn V de cadena ligera del anticuerpo 1H4
QIVLSQSPTILSASPGEKVTMTCRASSSVSYMDWYQQKPGSSPKPWIYAT
SNLASGVPARFSGSGSGTSYSLTISRVEAEDAATYYCQOWISNPPTFGAG
TKLELK

SEQID NO. 15 — Un primer segmento de la regién V de cadena pesada de un par de regién V

anti-CD20
SGAELKKPGAS
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Fiqura 17 (continuacion)

SEQ ID NO. 16 - Un segundo segmento de la region V de cadena pesada de un par de regidn
V anti-CD20

VSCKASGYT

SEQID NO. 17 - Untjcecr[%s{.J segmento de la regidn V de cadena pesada de un par de region V
anti-

LEWTGAIY

SEQID NO. 18 - Unt'CEaDEcS segmento de la regidn V de cadena pesada de un par de regién V
anti-

YNQKFKGKT

SEQID NO. 19 - Unt_qgligécg segmento de la regidn V de cadena pesada de un par de regién V
anti-
FKGKTTLTA

SEQ ID NO. 20 - Untlsgétgosegmento de la region V de cadena pesada de un par de region V
anti-

YMELSSLRS

SEQ ID NO. 21 — Un séptimo segmento de la region V de cadena pesada de un par de region
V anti-CD20
SSLRSEDTAV

SEQID NO. 22 - Untpeigze(; segmento de la regién V de cadena ligera de un par de regién V
anti-
DWGTGTTVT

_ Un segundo segmento de la region V de cadena ligera de un par de region
SEQID NO. 23 v anti9CD20 g g g p g

IITASPGEKVY

SEQID NO. 24 - Unt_t%rlg% segmento de la regidn V de cadena ligera de un par de regién V
anti-
CRASTSASY

SEQID NO. 25 - Unt_cEaDrztg segmento de la regidn V de cadena ligera de un par de regién V
anti-
QQKPTSSP
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SEQ ID NO. 26 — Unt_qgggg segmento de la region V de cadena ligera de un par de regién V
anti-
LASGVPSRF

SEQ ID NO. 27 - Unt_sgétgosegmento de la regidn V de cadena ligera de un par de region V
anti-
FSGSGSGTT

Un séptimo segmento de la regidn V de cadena ligera de un par de region V
SEQID NO. 28 — anti—C%ZO g g g p g

YSMTISSLE

SEQID NO. 29
CEPANPSEKNSPSTQYC

SEQ ID NO. 30
MSCKASGYT

SEQ ID NO. 31
YNQKFKGKA

SEQ ID NO. 32
FKGKATLTA

SEQ ID NO. 33
YMQLSSLRS

SEQ ID NO. 34
ILSASPGEKV

SEQID NO. 35
LASGVPVARF

SEQ ID NO. 36
FSGSGSGTS
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SEQ ID NO. 37
YSLTISRVE

SEQ ID NO. 38
CEPSNSSEKNSPSTQYC

SEQ ID NO. 39.

Secuencia de ADN que codifica la cadena ligera madura de Leul6, que comprende Leul6VK
gacatcgttctgacccagtctccagcaatcttgtetgecatectecaggggagaaggtcaccatga
cctgcagageccagctcaagtgtaaattacatggactggtaccagaagaageccaggetectecce
caaaccttggatttatgccacatccaacctggettetggagtecctgetegettetetggeagt
gggtctgggacctcttactctctecacaatcagcagagtecgaggectgaagatgectgecacttatt
actgccagcagtggagcttcaacccacccacgtteggtggtgggaccaagectggagatcaaacyg
taagtggatcccgecaattcectaaactctgagggggteggatgacgtggeccattetttgectaaag
cattgagtttactgcaaggtcagaaaagcatgcaaageccctcagaatggectgcaaagagecteca
acaaaacaatttagaactttattaaggaatagggggaagctaggaagaaactcaaaacatcaag
attttaaatacgcttcttggtctecttgectataattatctgggataagecatgetgttttetgtce
tgtccctaacatgecctgtgattatecgcaaacaacacacccaagggcagaactttgttactta
aacaccatcctgtttgcttctttectcaggaactgtggetgecaccatctgtettcatetteeeyg
ccatctgatgagcagttgaaatctggaactgectetgttgtgtgectgetgaataacttcetatce
ccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgeccectccaatecgggtaactecccaggagag
tgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagecagcaccectgacgectgagcecaaa
gcagactacgagaaacacaaagtctacgcctgecgaagtcacccatcagggcectgagetegeceg
tcacaaagagcttcaacaggggagagtgttag

SEQ ID No 40

Secuencia de ADN que codifica una variante empobrecida en epitopo de la cadena ligera

madura de Leul6, que comprende Leul6 VKZ
Gacattgttctcacccagtctceccagcaatcatcacagecatctccaggggagaaggtcacaatga

cttgcagggccagctcaagtgtaaactacatggactggtaccagaagaagccagggtecctecee
caaaccctggatttatgccacatccaacctggettctggagteccttctegettcagtggecagt
gggtctgggactacttactctatgaccatcagcagectcgaggectgaagatgetgecacttatt
actgccagcagtggagcttcaacccacccacgttcggaggggggaccaagctggaaatcaaacyg
taagtggatcccgcaattctaaactctgagggggtcggatgacgtggccattcectttgectaaag
cattgagtttactgcaaggtcagaaaagcatgcaaagccctcagaatggctgcaaagagcteca
acaaaacaatttagaactttattaaggaatagggggaagctaggaagaaactcaaaacatcaag
attttaaatacgcttcttggtctecttgctataattatctgggataagecatgetgttttcetgte
tgtccctaacatgcecctgtgattatccgcaaacaacacacccaagggcagaactttgttactta
aacaccatcctgtttgettctttectcaggaactgtggectgecaccatetgtettecatetteceg
ccatctgatgagcagttgaaatctggaactgectcectgttgtgtgectgetgaataacttctate
ccagagaggccaaagtacagtggaaggtggataacgcecctccaategggtaactcecccaggagag
tgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagecaccctgacgectgagecaaa
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gcagactacgagaaacacaaagtctacgcectgcgaagtecaccecatcagggcecctgagetegeeeg
tcacaaagagcttcaacaggggagagtgttag

SEQ ID No 41.

Secuencia de ADN que codifica la cadena pesada madura de Leul6, que comprende Leul6VH
gaggtccagctccagecagtetggagctgagetggtgaagectggggettcagtgaagatgtect
gcaaggcttctggatacacattcactagttataatatgcactgggtaaagcagacacctggaca
gggcctggaatggattggagctatttatccaggaaatggtgatacttcctacaatcagaagttce
aagggcaaggccacactgactgcagacaaatcctecagcacagectacatgcagetecageagec
tgacatctgaagactctgctgactattactgtgecgaggagtaactactacggtagtagectactg
gttcttegatgtectggggegeagggaccacggtcaccgtetettcaggtaagtaagettttetg
gggcaggccaggectgaccttggetttggggecagggagggggetaaggtgaggecaggtggegece
agccaggtgcacacccaatgcccatgagcececcagacactggacgectgaacctegeggacagttaa
gaacccaggggcctectgegecctgggeccagetcectgtececacacecgeggtcacatggecaccace
tctcttgcagecctecaccaagggeccatceggtctteccecctggcaccectectecaagagecacct
ctgggggcacagcggccctgggctgectggtcaaggactacttecceccgaaccggtgacggtgte
gtggaactcaggcgccctgaccagecggegtgcacaccttececggetgtecctacagtectcagga
ctctactcececctcagcagegtggtgacegtgecctccagecagettgggecaccecagacctacatcet
gcaacgtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttggtgagaggecagecaca
gggagggagggtgtctgectggaagcecaggctecagegectectgectggacgecatececeggetatge
agtcccagtccagggcagcaaggecaggeccegtetgectettcacceggaggectetgecegec
ccactcatgectcagggagagggtcttctggcttttteccccaggctctgggcaggcacaggetag
gtgceccctaacccaggecctgeacacaaaggggecaggtgctgggetcagacctgdcaagagecea
tatccgggaggaccctgecectgacctaageccacceccaaaggecaaactetecactececteag
ctcggacaccttctctecteccagatteccagtaactececaatettectctetgecagageccaaat
cttgtgacaaaactcacacatgcccaccgtgececcaggtaageccagecccaggectegeectecag
ctcaaggcgggacaggtgccctagagtagectgecatccagggacaggcececagecgggtgetga
cacgtccacctccatctcttcectcagecacctgaactcctggggggaccgtecagtettectette
cccccaaaacccaaggacaccctecatgatcteoccggaccectgaggtcacatgegtggtggtgg
acgtgagccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggcgtggaggtgcataa
tgccaagacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtacegtgtggtcagegtectcace
gtectgeaccaggactggectgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtcteccaacaaageecctec
cagcccccatcgagaaaaccatcteccaaagccaaaggtgggaccegtggggtgegagggccaca
tggacagaggccggctecggeccacectectgecctgagagtgacegetgtaccaacetetgtece
tacagggcagcccecgagaaccacaggtgtacacectgececcatcccgggaggagatgaccaag
‘aaccaggtcagcctgacctgectggtcaaaggettctatecccagegacatcgecgtggagtggg
agagcaatgggcagccggagaacaactacaagaccacgcecteccegtgetggactecgacggete
cttctteoctectatagecaagetcaccgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtcettctea
tgctccgtgatgcatgaggectetgecacaaccactacacgecagaagagectctecectgtececegg
gtaaatga

SEQ ID No 42

Secuencia de ADN que codifica una variante empobrecida en epitopo de la cadena pesada
madura de Leul6, que comprende Leul6 VHY
Gaggtacaactgcagcagtctggggetgagetgaagaagectggggcctcagtgaaggtgtect
gcaaggcttctggctacacatttaccagttacaatatgcactgggtaaaacagacacctggtcea
gggcctggaatggattggagectatttateceggaaatggtgatacttectacaatcagaagtte
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aaaggcaagacaacattgactgcagacaaatcctccagcacagcctacatggaactcagcagcc
tgagatctgaggacactgcggtctattactgtgcaagatcgaattactacggcagcagctacty
gttcttcgatgtctggggcaccgggaccacggtcaccgtectecttcaggtaagetttetggggea
ggccaggcctgaccttggetttggggcagggagggggctaaggtgaggcaggtggegecageca
ggtgcacacccaatgeccatgagceccagacactggacgctgaacctcgeggacagttaagaacce
caggggcctctgecgocctgggcccagectcetgtcecacacegeggtcacatggecaccacctetet
tgcagcctecaccaagggeccatcggtettececectggecaccetectccaagagecacctetggyg
ggcacagcggccctgggctgectggtcaaggactacttececgaaccggtgacggtgtegtgga
actcaggcgccctgaccagcggcgtgcacaccttceccggetgtectacagtectcaggacteta
ctccctecagcagegtggtgaccgtgeocteccagecagettgggecacccagacctacatectgecaac
gtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttggtgagaggccagcacagggag
ggagggtgtctgctggaageccaggctcagegectectgeectggacgecateccecggetatgecagtece
cagtccagggcagcaaggcaggecccgtcetgectettcacceggaggecctctgecegecceact
catgctcagggagagggtcttctggctttittcceccaggectetgggcaggcacaggetaggtgee
cctaacccaggccctgeacacaaaggggcaggtgectgggetcagacctgecaagageccatatee
gggaggaccctgeccctgacctaagecccaccccaaaggccaaactetecacteectcagetegg
acaccttetctectcccagatteccagtaactcececcaatettetectectgecagageccaaatettgt
gacaaaactcacacatgcccaccgtgecccaggtaageccagececaggectegeecctecagetecaa
ggcgggacaggtgcectagagtagecctgeateccagggacaggeececcagecgggtgetgacacgt
ccacctccatctcttectecagecacctgaactecectggggggacegtecagtecttectettececece
aaaacccaaggacaccctcatgatctceccggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtg
agccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgcataatgeca
agacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccegtgtggtcagegtectcaccgtect
gcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagecctcecececagec
cccatcgagaaaaccatctccaaageccaaaggtgggaccecgtggggtgegagggccacatggac
agaggccggctceggececcacccteotgoectgagagtgacecgetgtaccaacctetgteectacag
ggcagcccecgagaaccacaggtgtacacecctgecceccatcacgggaggagatgaccaagaacca
ggtcagcctgacctgcecctggtcaaaggettctateccagegacatcgeecgtggagtgggagage
aatgggcagccggagaacaactacaagaccacgectceecegtgetggactecgacggecteattet
tecctctatagcaagctcaccgtggacaagagecaggtggcagecaggggaacgtecttetecatgete
cgtgatgcatgaggctectgcacaaccactacacgcagaagagccteteccctgteccegggtaaa
tga

SEQ ID No 43

Secuencia de ADN que codifica una proteina de fusion de una variante empobrecida en epitopo de la
cadena pesada madura de Leul6, que comprende Leul6 VHY vy la citosina IL2
Gaggtacaactgcagcagtctggggectgagetgaagaagectggggectcagtgaaggtgtect
gcaaggcttctggetacacatttaccagttacaatatgcactgggtaaaacagacacctggtca
gggcctggaatggattggagectatttatccecggaaatggtgatacttectacaatcagaagtte
aaaggcaagacaacattgactgcagacaaatcctccagcacagectacatggaactcagecagcee
tgagatctgaggacactgcggtctattactgtgcaagatcgaattactacggecagcagetactg
gttecttecgatgtctggggcacecgggaccacggtcaccgtctettcaggtaagetttetggggea
ggccaggectgaccttggetttggggcagggagggggctaaggtgaggcaggtggegecageca
ggtgcacacccaatgcccatgagcccagacactggacgctgaacctegeggacagttaagaace
caggggcctctgegecectgggececagetetgteccacacegeggtcacatggcaccacctetet
tgcagcctccaccaagggcccatcggtectteccecctggcaccecetectccaagagecacctetggg
ggcacagcggccctgggetgectggtcaaggactacttceccecgaaceggtgacggtgtegtgga
actcaggcgcectgaccageggegtgecacaccttececeggetgtectacagtectcaggactcta
ctccetcagcagegtggtgacegtgecctecagcagettgggcaceccagacctacatectgeaac
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gtgaatcacaagcccagcaacaccaaggtggacaagagagttggtgagaggecagcacagggag
ggagggtgtctgctggaagccaggctcagegetectgectggacgecatceccggetatgeagtee
cagtccagggcagcaaggcaggcccecgtetgectettecacceggaggectetgecegececact
catgctcagggagagggtcttctggctttttccccaggctctgggcaggcacaggctaggtgcc
cctaacccaggccctgcacacaaaggggcaggtgctgggctcagacctgccaagagccatatcc
gggaggaccctgccectgacctaagcccaceccaaaggccaaactctccactcectcagetegg
acaccttctctccteccagattccagtaacteccaatettctectetgeagageccaaatettgt
gacaaaactcacacatgcccaccgtgcccaggtaagccageccaggectegecctecagetcaa
ggcgggacaggtgcectagagtagcctgeatecagggacaggccccagecgggtgetgacacgt
ccacctecatctettectcagcacctgaactectggggggacegtcagtettectetteeceee
aaaacccaaggacaccctcatgatctcceggaccectgaggtcacatgegtggtggtggacgtg
agccacgaagaccctgaggtcaagttcaactggtacgtggacggegtggaggtgecataatgeca
agacaaagccgcgggaggagcagtacaacagcacgtaccgtgtggtcagegtecteacegtect
gcaccaggactggctgaatggcaaggagtacaagtgcaaggtctccaacaaagccctcccagcc
cccatcgagaaaaccatctccaaagccaaaggtgggaccecgtggggtgegagggecacatggac
agaggccggctecggeccaccecteotgeccetgagagtgacegetgtaccaacetetgtecectacag
ggcagcccegagaaccacaggtgtacacectgecceccatcacgggaggagatgaccaagaacca

' ggtcagectgacctgectggtcaaaggcttctatecccagegacategecgtggagtgggagage
aatgggcagceggagaacaactacaagaccacgcecteoccgtgetggactcegacggetecttet
tcctcetatagcaagetcacecgtggacaagagcaggtggcagcaggggaacgtetteteatgete
cgtgatgcatgaggctctgcacaaccactacacgecagaagagcgccaccgegacccegggtgea
gcceccaacttcaagttctacaaagaaaacacagectgecaactggagecatetectgetggatetee
agatgattctgaatggaattaacaactacaagaatcccaaactcaccaggatgctcacattcaa
gttctacatgcccaagaaggccacagagctcaaacatcteccagtgtctagaggaggaacteaaa
cctctyggaggaagtgctaaacctegetcagagecaaaaacttcecacttaagacctagggacttaa
tcagcaatatcaacgtaatagttctggaactaaagggatccgaaacaacattcatgtgtgaata
tgctgatgagacagcaaccattgtagaattcctaaacagatggattacettttgtcaaageatc
atctcaacactaacttga
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