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ES 2 309 167 T3

DESCRIPCIÓN

Método para identificar epítotes de células T y método para preparar moléculas con inmunogenicidad reducida.

Campo de la invención

La invención se refiere a una nueva estrategia para identificar epítopes de células T que dan lugar a una reacción
inmune en un hospedador vivo que comprende el cálculo de valores de posibles epítopes T para los sitios de unión
a la molécula de MHC de clase II en un péptido mediante métodos asistidos por ordenador. La invención además se
refiere a métodos para preparar moléculas biológicas, sobre todo proteínas y anticuerpos que inducen una respuesta
inmunogénica cuando se exponen a un hospedador, preferiblemente a un humano. Mediante este método pueden
prepararse moléculas que tengan inmunogenicidad reducida o nula cuando se exponen al sistema inmune de una
especie determinada y se compara con la entidad relacionada no modificado mediante reducción o eliminación de los
posibles epítopes de células T dentro de la secuencia de dichas moléculas originalmente inmunogénicas. Por tanto, la
invención se refiere también moléculas biológicas nuevas obtenidas mediante el método de la invención.

Antecedentes de la invención

El uso terapéutico de diversos péptidos, polipéptidos y proteínas está limitado debido a su inmunogenicidad en
mamíferos, especialmente en humanos. Por ejemplo, cuando se administran anticuerpos murinos a pacientes que
no está inmunodeprimidos, la mayoría de estos pacientes muestran una reacción inmune frente al material extraño
introducido produciendo anticuerpos humanos anti-murino (HAMA) (p. ej., Schroff, R. W. y col. (1985) Cancer Res.
45: 879-885; Shawler, D.L. y col. (1985) J. Inmunol. 135: 1530-1535). Existen dos consecuencias graves. En primer
lugar, los anticuerpos antimurinos del paciente pueden unirse y aclarar el anticuerpo terapéutico o el inmunoconjugado
antes de que tenga ocasión de unirse, por ejemplo, a un tumor, y llevar a cabo su función terapéutica. En segundo lugar,
el paciente puede desarrollar una sensibilidad alérgica al anticuerpo murino y estar en riesgo de un choque anafiláctico
ante cualquier exposición futura a una inmunoglobulina murina.

Se han empleado varias técnicas para abordar el problema HAMA y, de este modo, permitir el uso en seres huma-
nos de anticuerpos monoclonales terapéuticos (véase, por ejemplo los documentos WO-A-8909622, EP-A-0239400,
EP-A-0438310 y WO-A-9109967). Estas técnicas de ADN recombinante generalmente han reducido la información
genética del ratón en la construcción final del anticuerpo al tiempo que aumenta la información genética humana
en la construcción final. No obstante, los anticuerpos “humanizados” resultantes, en varios casos, siguen induciendo
una respuesta inmune en los pacientes (Isaascs, J. D. (1990) Sem. Immunol. 2: 449-456; Rebello, P. R. y col. (1999)
Transplantation 68: 1417-1420).

Un aspecto común de estas metodologías ha sido la introducción en el anticuerpo terapéutico, normalmente origi-
nario de un roedor, de restos de aminoácidos, incluso en fragmentos significativos de secuencias de restos de aminoá-
cidos, idénticos a los que se presentan en las proteínas de anticuerpo humano. En el caso de anticuerpos, este proceso
es posible debido al grado relativamente alto de conservación estructural (y funcional) entre las moléculas de anticuer-
po de diferentes especies. En el caso de posibles péptidos, polipéptidos y proteínas terapéuticos, sin embargo, donde
puede que no exista homología estructural en la especie hospedadora (p. ej., humano) para la proteínas terapéutica, no
pueden aplicarse estos procesos. Además, estos métodos han supuesto que la introducción general de una secuencia
de restos de aminoácidos humanos hará que el anticuerpo remodelado sea no inmunogénico. Sin embargo, es sabido
que pueden liberarse determinadas secuencias peptídicos cortas (“epítopes de células T”) durante la degradación de
péptidos, polipéptidos o proteínas dentro de las células y, posteriormente, son presentadas por moléculas del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC) con el fin de desencadenar la activación de las células T. En el caso de los
péptidos presentados por el MHC de clase II, esta activación de las células T puede dar lugar entonces a una respuesta
de anticuerpo mediante la estimulación directa de células B para producir dichos anticuerpos. Por consiguiente, sería
conveniente eliminar los posibles epítopes de células T de un péptido, polipéptido o proteína. Incluso proteínas de
origen humano y con las mismas secuencias de aminoácidos que las que existen en humanos pueden inducir una res-
puesta inmune en seres humanos. Entre los ejemplos destacables se incluye el uso terapéutico del factor estimulante
de colonias de granulocitos-macrófagos (Wadhwa, M. y col. (1999) Clin. Cancer Res. 5: 1353-1361) e interferón alfa
2 (Russo, D. y col. (1996) Bri. J. Haem. 94: 300-305; Stein, R. y col. (1988) New Engl. J. Med. 318: 1409-1413).

Se ha descrito previamente la eliminación de epítopes de células T de las proteínas (véanse, por ejemplo, los
documentos WO 98/52976 y WO 00/34317). Los métodos generales descritos en la técnica previa comprenden las
siguientes etapas:

(a) Determinar la secuencia de aminoácidos del polipéptido o de parte del mismo.

(b) Identificar un o mas posibles epítopes de células T en la secuencia de aminoácidos de la proteína mediante
cualquier método que incluya la determinación de la unión de los péptidos a las moléculas de MHC usando
técnicas in vitro o in silico o ensayos biológicos.

(c) Diseñar nuevas variantes de secuencia con uno o más aminoácidos en los posibles epítopes de células T
modificados de modo que se reduzca sustancialmente o se elimine la actividad del epítope de células T
según se determina mediante la unión de los péptidos a las moléculas de MHC usando técnicas in vitro o
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in silico, o ensayos biológicos. Estas variantes de secuencia se construyen de modo que se evite la creación
de nuevos posibles epítopes de células T mediante las variaciones de secuencia excepto que estos nuevos
posibles epítopes de células T, a su vez, se modifiquen de modo que se reduzca sustancialmente o se elimine
la actividad del epítope de células T.

(d) Construir estas variantes de secuencia mediante técnicas de ADN recombinante y analizar dichas variantes
para identificar una o más variantes con las propiedades deseables.

En la técnica se han utilizado otras técnicas que aprovechan los complejos solubles de moléculas de MHC recom-
binantes en combinación con péptidos sintéticos y que son capaces de unirse a clones de células T de muestras de
sangre periféricas de seres humanos o animales de experimentación [Kern, F. y col. (1998) Nature Medicine 4:975-
978; Kwok, W.W. y col. (2001) TRENDS in Immunology 22: 583-588] y puede aprovecharse también en una técnica
de identificación de epítopes.

Los posibles epítopes de células T se definen generalmente como cualquier secuencia de restos de aminoácidos
con capacidad para unirse a moléculas de MHC de clase II. Pueden medirse estos posible epítopes de células T para
establecer la unión a MHC. En la expresión “epítope de células T” está implícito un epítope que cuando se une a
moléculas de MHC pueden ser reconocido por el receptor de las células T y que pueden, al menos en principio, causar
la activación de estas células T. Sin embargo, normalmente se entiende que determinados péptidos que se encuentran
unidos a moléculas de MHC de clase II, puede quedar retenidos en una secuencia proteica debido a que estos péptidos
son tolerados por el sistema inmune del organismo al cual se administra la proteína final.

La invención se diseña para superar la realizada práctica de que las proteínas solubles introducidas en un hospe-
dador autólogo con intención terapéutica, pueden desencadenar una respuesta inmune dando lugar al desarrollo de
anticuerpos en el hospedador que se unen a la proteína soluble. Un ejemplo entre otros, es el interferón alfa 2 contra
el que una proporción de pacientes humanos sintetizan anticuerpos a pesar del hecho de que esta proteína se produzca
de forma endógena [Russo D, y col. (1996) Brit. J. Haem. 94: 300-305; Stein, R. y col. (1988) New Engl. J. Med. 318:
1409-1413].

Las moléculas de MHC de clase II son un grupo de proteínas muy polimórficas que tienen una función central en
la sección y activación de células T colaboradoras. El grupo de antígenos leucocitarios humanos DR (HLA-DR) son
los isotipos predominantes de este grupo de proteínas y el objetivo principal de la presente invención. Sin embargo, los
isotipos HLA-DQ y HLA-DP llevan a cabo funciones similares, por lo que la presente invención se aplica por igual a
ambos. Los moléculas HLA-DR del MHC son homodímeros donde cada “mitad” es un heterodímero que está com-
puesto de cadenas α y β. Cada heterodímero tiene un dominio de unión al ligando que se une a péptidos que tiene una
longitud que varía entre 9 y 20 aminoácidos, aunque el surco de unión pude acomodar un máximo de 9 a 11 aminoáci-
dos. El dominio de unión al ligando está compuesto de los aminoácidos 1 a 85 de la cadena α y los aminoácidos 1 a 94
de la cadena β. Se ha demostrado recientemente que las moléculas DQ tienen una estructura homólogo y también se
espera que las proteínas de la familia DP sean muy similares. En humanos, se conocen aproximadamente 70 alotipos
diferentes para el isotipo DR, para DQ hay 30 alotipos diferentes y para DP se conocen 47 alotipos diferentes. Cada
individuo porta de dos a cuatro alelos DR, dos DQ y dos alelos DP. Se ha resuelto la estructura de varias moléculas
DR y estas estructuras señalan a un surco de unión a péptidos de extremo abierto con varios bolsillos hidrófobos que
acoplan restos hidrófobos (restos del bolsillo) del péptido [Brown y col. Nature (1993) 364: 33; Stern y col. (1994)
Nature 368: 215]. El polimorfismo que identifica los diferentes alotipos de la molécula de clase II contribuye a una
amplia diversidad de diferentes superficies de unión para péptidos dentro del surco de unión a péptidos y a nivel po-
blacional asegura una flexibilidad máxima con respecto a la capacidad para reconocer proteínas extrañas y organizar
una respuesta inmune frente a organismos patógenos.

Existe una cantidad considerable de polimorfismo dentro del dominio de unión al ligando con distintas “familias”
dentro de poblaciones geográficas y grupos étnicos diferentes. Este polimorfismo afecta a las características de unión
del dominio de unión a péptidos, por lo que diferentes “familias” de moléculas DR tendrán especificidades para pép-
tidos con diferentes propiedades de secuencia, aunque puede haber cierto solapamiento. Esta especificidad determina
el reconocimiento de epítopes de células Th (respuesta de células T específicas de clase II) que finalmente son respon-
sables de dirigir la respuesta de anticuerpos a epítopes de células B presentes en la misma proteína de la que procede
el epítope de células Th. Por tanto, la respuesta inmune frente a una proteína en un individuo está muy influenciada
por el reconocimiento del epítope de células T que es una función de la especificidad de unión a péptidos del alotipo
HLA-DR del individuo. Por tanto, para identificar epítopes de células T dentro de una proteína o de un péptido en
el contexto de una población global, es conveniente considerar las propiedades de unión de un conjunto de alotipos
HLA-DR lo más diverso posible, abarcando de este modo el porcentaje de población mundial más elevado posible.

Un factor principal en la inducción de una respuesta inmune es la presencia en la proteína de péptidos que puede
estimular la actividad de las células T mediante la presentación en el contexto de las moléculas MHC de clase II.
Para eliminar o reducir la inmunogenicidad es, por tanto, deseable identificar y eliminar de la proteína los epítopes de
células T.

Las moléculas biológicas sin modificar pueden producirse mediante tecnologías de recombinación que son bien
conocidos per se en la técnica, usando varios tipos de células hospedadoras diferentes.
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Sin embargo, existe una continua necesidad de análogos de dichas moléculas biológicas con propiedades mejora-
das. Entre las mejoras deseadas se incluyen esquemas y modalidades alternativas para la expresión y purificación de
dichas mejoras terapéuticas, pero también y especialmente, en las propiedades biológicas de la proteína. Exista una
necesidad especial de mejora de las características in vivo cuando se administran a un humano. A este respecto, es
muy deseable proporcionar la molécula biológica seleccionada con un potencial reducido o ausente para inducir una
respuesta inmune en humanos. Cabría esperar que estas proteínas muestren un aumento en el tiempo en circulación en
el humano y sería especialmente beneficioso en el ámbito de enfermedades crónicas o recurrentes, como es el caso de
varias indicaciones para dicha molécula biológica.

Resumen de la invención

La presente invención se refiere, por tanto, a dos aspectos generales:

(a) un método por ordenador conveniente y eficaz para la identificación y el cálculo de epítopes de células T para
un número globalmente diverso de moléculas MHC de clase II y, en función de este conocimiento, para diseñar y
construir nuevas variantes de secuencia de moléculas biológicas con propiedades mejoradas y

(b) nuevas moléculas biológicamente activas para su administración especialmente a humanos y, en particular,
para uso terapéutico; dichas moléculas biológicas son, según la invención, polipéptidos, proteínas o inmunoglobulinas
(anticuerpos) modificados producidos según el método de la invención, en el que la modificación da lugar a una
reducción de la propensión de la molécula biológica a inducir una respuesta inmune tras su administración a un
humano.

La invención se refiere en particular a la modificación de varios proteínas y anticuerpos generalmente bien co-
nocidos con un elevado beneficio terapéutico de origen humano o no humano obtenidos mediante el procedimiento
de la invención para dar lugar a proteínas que sean sustancialmente no inmunogénicas o menos inmunogénicas que
cualquier equivalente no modificado cuando se utilizan in vivo. Cabría espesar que las moléculas modificadas según
el nuevo método de esta invención mostraran un aumento del tiempo en circulación en humanos y podrían ser espe-
cialmente beneficioso en ámbitos de enfermedades crónicas o recurrentes como es el caso de diversas indicaciones. La
presente invención proporciona, como realizaciones específicas y para demostrar la eficacia del método de la inven-
ción, formas modificadas de dichas moléculas que se espera muestren propiedades mejoradas in vivo. Estas moléculas
con inmunogenicidad modificada, es decir, que presentan una posible disminución de la inmunogenicidad, pueden
usarse en composiciones farmacéuticas. Dichas moléculas modificadas se denominan en este documento “inmunoge-
néticamente” modificadas.

Puede utilizarse un método para identificar parcialmente epítopes de células T mediante un sistema informático pa-
ra calcular los valores teóricos de los epítopes de células T e identificar, de este modo, péptidos de unión a la molécula
MHC de clase II dentro de una proteína; en el que el sitio de unión comprende una secuencia de sitios de aminoácidos
dentro de la proteína. Posteriormente, los péptidos identificados pueden modificarse sin reducir sustancialmente, y
posiblemente aumentado, el valor terapéutico de la proteína. Este método por ordenador comprende seleccionar una
región de la proteína que tiene una secuencia de restos de aminoácidos conocidas, muestrear de forma secuencial seg-
mentos de restos de aminoácidos (ventanas) solapantes de tamaño uniforme predeterminado y compuestos de al menos
tres restos de aminoácidos a partir de la región seleccionada, calcular la puntuación de unión a la molécula MHC de
clase II para cada segmento probado e identificar al menos uno de los segmentos probados adecuados para la modifica-
ción, en función de la puntuación de unión a la molécula MHC de clase II calculado para ese segmento. La puntuación
de unión a MHC de clase II global para el péptido puede cambiarse a continuación sin reducir sustancialmente el valor
terapéutico de la proteína.

La puntuación de unión de la molécula MHC de clase II para un segmento de restos de aminoácidos seleccionado
en un aspecto de esta invención se calcula sumando los valores asignados a cada cadena lateral de los restos de ami-
noácidos hidrófobos presente en el segmento de restos de aminoácidos probado del péptido. Para generar una visión
general gráfica, el valor de esa suma pude asignarse a continuación a un único resto de aminoácido aproximadamente
en el punto medio del segmento. Este procedimiento se repite para cada uno de los segmentos solapantes (ventanas) en
la región o regiones peptídicas de interés. El valor asignado para cada cadena aromática presente es aproximadamente
la mitad del valor asignado para cada cadena lateral alifática hidrófoba. Las cadenas laterales alifáticas hidrófobas son
aquellas presenten en valina, leucina, isoleucina y metionina. Las cadenas laterales aromáticas son aquellas presentes
en fenilalanina, tirosina y triptófano. El valor asignado preferido para una cadena lateral aromática es de aproximada-
mente 1 y para una cadena lateral alifática es de aproximadamente 2. Sin embargo, pueden utilizarse otros valores.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la invención proporciona un método por ordenador adecuado para identificar
uno o más péptidos posibles epítopes de células T dentro de la secuencia de aminoácidos de una molécula biológica
por etapas que incluyen la determinación de la unión de dichos péptidos a moléculas de MHC usando técnicas in vitro
o in silico, o ensayos biológicos, este método comprende las siguiente etapas:

(a) seleccionar una región del péptido que tenga una secuencia de restos de aminoácidos conocida;

(b) muestrear secuencialmente segmentos de restos de aminoácidos solapantes de tamaño uniforme predeterminado
y constituidos por al menos tres restos de aminoácidos de la región seleccionada;
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(c) calcular la puntuación de unión a la molécula MHC de clase II para cada uno de dichos segmentos muestreados
mediante la suma de los valores asignados a cada cadena lateral de restos de aminoácidos hidrófobos presente en dicho
segmento de restos de aminoácidos muestreados e

(d) identificar al menos uno de estos segmentos adecuado para la modificación, en función de la puntuación de
unión a la molécula MHC de clase II para ese segmento, para cambiar la puntuación de unión global al MHC de clase
II global para el péptido sin reducir sustancialmente la utilidad terapéutica del péptido, caracterizado porque la etapa
(c) se lleva a cabo usando una función de puntuación de Böhm modificada para incluir el término de repulsión de
energía ligando-proteína de van der Waal 12-6 y el término de energía conformación al del ligando

(1) proporcionar una primera base de datos de modelos de moléculas MHC de clase II;

(2) proporcionar una segunda base de datos de cadenas principales peptídicas permitidas para dichos modelos
de moléculas MHC de clase II;

(3) seleccionar un modelo a partir de dicha primera base de datos;

(4) seleccionar una cadena principal peptídica permitida a partir de dicha segunda base de datos;

(5) identificar cadenas laterales de restos de aminoácidos presentes en cada segmento muestreado;

(6) determinar el valor de afinidad de unión para todas las cadenas laterales presentes en cada segmento mues-
treado;

y opcionalmente

(7) repetir los pasos (1) a (5) para cada uno de dichos modelos y cadenas principales.

En una realización adicional, la puntuación de unión para cada secuencia muestreada se calcula (i) proporcionan-
do una primera base de datos de modelos de moléculas MHC de clase II; (ii) proporcionando una segunda base de
datos de cadenas principales peptídicas permitidas para dichos modelos de moléculas MHC de clase II; (iii) propor-
cionando una tercera base de datos de conformaciones de cadena lateral de aminoácidos para cada uno de los veinte
aminoácidos en cada posición de cada cadena principal; (iv) seleccionando un modelo de la primera base de datos;
(v) seleccionando una cadena principal peptídica permitida de dicha segunda base de datos; (vi) identificando cadenas
laterales de restos de aminoácidos en cada segmento muestreado en cada conformación permitida; (vii) determinando
el valor de afinidad de unión óptimo para todas las cadenas laterales presentes en cada segmento muestreado en cada
conformación permitida; (viii) repitiendo las etapas (v) a (vii) para cada esqueleto y determinando la puntuación de
unión óptima; y (ix) repitiendo las etapas (iv) a (viii) para cada uno de los modelos.

Debe entenderse que las tres bases de datos descritas anteriormente pueden combinarse en una única base de datos
o dos cualesquiera de las bases de datos pueden combinarse proporcionando una base de datos combinada. Puede
variar la longitud de los segmentos de restos de aminoácidos que se van a muestrear. Preferiblemente, los segmentos
de restos de aminoácidos muestreados puede estar compuestos por aproximadamente 10 a aproximadamente 15 restos
de aminoácidos, más preferiblemente por aproximadamente 13 restos de aminoácidos.

Los segmentos de restos de aminoácidos muestreados pueden solaparse en un grado variable. Preferiblemente, los
segmentos de restos de aminoácidos muestreados se solapan sustancialmente. Más preferiblemente, los segmentos de
restos de aminoácidos consecutivos muestreados se solapan unos con otros en todos excepto un resto de aminoácido.
Es decir, en un segmento de restos de aminoácidos que tiene n restos, se solapan n-1 restos con el siguiente segmento
de restos de aminoácidos muestreado consecutivo.

Por tanto, en más detalle, la invención se refiere además a las siguientes realizaciones preferidas:

• un método especificado en consecuencia, en el que el valor asignado para cada cadena aromática presente
es de aproximadamente la mitad del valor asignado para cada cadena lateral alifática hidrófoba;

• un método especificado en consecuencia, en el que el segmento de restos de aminoácidos muestreado está
compuesto por 13 restos de aminoácidos;

• un método especificado en consecuencia, en el que los segmentos de restos de aminoácidos consecutivos
muestreados se solapan en uno a cinco restos de aminoácidos;

• un método especificado en consecuencia, en el que los segmentos de restos de aminoácidos consecutivos
muestreados se solapan sustancialmente entre sí;

• un método especificado en consecuencia, en el que se solapan todos excepto uno de los restos de aminoá-
cidos de los segmentos de restos de aminoácidos consecutivos muestreados.
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En un segundo aspecto básico, la presente invención proporciona formas modificadas de moléculas biológicas di-
ferentes en las que se han eliminado uno o más epítopes de células T, en el que dicha modificación puede lograrse
mediante los métodos descritos anteriormente y en las reivindicaciones. Las moléculas también pueden obtenerse me-
diante los métodos descritos en la técnica previa citada anteriormente; sin embargo, las moléculas obtenidas mediante
los métodos de esta invención muestran propiedades mejoradas. En los resultados previos de la técnica, los epítopes
de células T predichos se eliminan usando sustituciones razonables de aminoácidos dentro de la secuencia primaria
del anticuerpo o la proteína no anticuerpo terapéuticos, tanto de origen humano como no humano.

La presente invención proporciona formas modificadas de proteínas e inmunoglobulinas que se prevé muestren
propiedades mejoradas in vivo.

Por tanto, es un objeto de la invención proporcionar un método para preparar una molécula biológica inmunoge-
néticamente modificada derivada de una molécula parental, en el que la molécula modificada tiene una secuencia de
aminoácidos diferente con respecto a dicha molécula parental y mostrar una inmunogenicidad reducida con respecto
a la molécula parental cuando se expone al sistema inmune de una especie determinada; dicho método comprende: (i)
determinar la secuencia de aminoácidos de la molécula biológica parental o de parte de la misma; (ii) identificar uno
o más posible epítopes de células T dentro de la secuencia de aminoácidos de la proteína por cualquier método, como
la determinación de la unión de los péptidos a moléculas de MHC mediante el uso de técnicas in vitro o in silico, o
ensayos biológicos, (iii) diseñar nuevas variantes de secuencia mediante la alteración de al menos un resto de aminoá-
cido dentro de las secuencias de epítopes de células T originalmente identificadas; dichas variantes se modifican de
modo que se reduce sustancialmente o se elimina la actividad o el número de secuencias de epítopes de células T y/o el
número de alotipos de MHC capaces de unirse a péptidos derivados de dicha molécula biológica, como se determina
mediante la unión de los péptidos de las moléculas de MHC usando técnicas in vitro o in silico o ensayos biológicos,
o mediante la unión de los complejos péptido-MHC a las células T, (iv) construir estas variantes de secuencia me-
diante técnicas de ADN recombinante y probar dichas variantes para identificar una o más variantes con propiedades
deseables y (v), opcionalmente, repetir las etapas (ii) a (iv), en las que la identificación de las secuencias de epítopes
de células T según la etapa (ii) se consigue mediante un método especificado anteriormente y más adelante.

Las realizaciones específicas de la etapa (iii) según la invención se refieren a las siguientes etapas resumidas:

• un método especificado en consecuencia, en el que se alteran de 1 a 9 restos de aminoácidos de cualquiera
de las secuencias de epítopes de células T originalmente presentes;

• un método especificado en consecuencia, en el que se altera un resto de aminoácido de cualquiera de las
secuencias de epítopes de células T originalmente presentes;

• un método especificado en consecuencia, en el que la alteración de los aminoácidos se realiza con referencia
a una secuencia proteica homóloga y/o a técnicas de modelado in silico;

• un método especificado en consecuencia, en el que la alteración de los restos de aminoácidos es sustitución,
deleción o adición de los restos de aminoácidos originalmente presentes por otros restos de aminoácidos
en posiciones específicas;

• Un método especificado en consecuencia, en el que se lleva a cabo adicionalmente una alteración adicional,
preferiblemente mediante sustitución, adición o deleción de aminoácidos específicos, para reestablecer la
actividad biológica de dicha molécula biológica.

A excepción de la etapa (ii), el resto de las etapas del método descrito pueden conseguirse mediante métodos
y técnicas que son bien conocidos por expertos en la materia. Puesto que las moléculas biológicas modificadas se
preparan preferiblemente mediante tecnologías recombinantes para construcciones de ADN que se dedujeron de la
secuencia de aminoácidos después de haber completado el intercambio de restos de aminoácidos identificados por el
método de la etapa (i). Las técnicas recombinantes usadas en este documento son bien conocidas en la técnicas (p.
ej., Sambrook y col., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY,
EE.UU.).

La molécula biológica obtenida según la invención es preferiblemente un péptido, una proteína, un anticuerpo, un
fragmento de anticuerpo o una proteína de fusión. La invención incluye además modificaciones, variantes, mutaciones,
fragmentos, derivados, formas no glucosiladas o glucosiladas parcial o completamente de estas moléculas que tiene la
misma o similar actividad biológica y/o farmacológica.

Aunque el método descrito en esta invención no se limita a moléculas biológicas específicas, una realización es-
pecífica de la invención es proporcionar preferiblemente moléculas bien conocidas en la técnica y que muestran un
beneficio y valor terapéutico. Por tanto, un objeto adicional de la invención es proporcionar una molécula biológica
inmunogénicamente modificada derivada de una molécula parental, donde la molécula modificada tiene una secuencia
de aminoácidos diferente con respecto a dicha molécula parental y muestra una inmunogenicidad reducida con res-
pecto a la molécula parental cuando se expone al sistema inmune de una especie determinada, obtenido mediante el
método de la invención como se describe en detalle anteriormente y a continuación.
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Las moléculas biológicas de especial interés obtenidas mediante este método se seleccionan a partir de los grupos:

(a) anticuerpos monoclonales:

anticuerpo anti-antígeno glucoproteína de 40kD KS 1/4,

anticuerpo anti-GD2 14.18

anticuerpo anti-Her2 4D5 (murino) y su versión humanizada (Herceptin®),

anticuerpos anti-Her1 (EGFR) c225 y h425

anticuerpo anti-IL-2R (anti-Tac) (Zenapax®),

anticuerpo anti-CD25 (CAMPATH®);

anticuerpos anti-CD20 (C2BA, Rituxan®; Bexxar®)

anticuerpo dirigido contra la proteína del complemento C5 humano

(b) proteínas humanas:

sTNF-R1, sTNF-R2, sTNFR-Fc (Enbrel®),

proteína C, acrp30, ricina A, ligandos de CNTFR

subtilisina, GM-CSF, hormona estimulante del folículo humana (h-fsh)

β-glucocerebrosidasa, GLP-1, apolipoproteína A1,

Leptina (proteína de la obesidad humana), KGF, G-CSF,

BDNF, EPO, antagonista de IL-1R.

El tercer aspecto básico de la presente invención se refiere a las secuencia de epítopes de células T que procede
de las moléculas biológicas inmunogénicamente no modificada parental. Preferiblemente, estos epítopes son péptidos
13mer. Dentro de estas secuencias peptídicas, se prefieren aquellas que tienen 9 restos de aminoácidos consecuti-
vos. Por tanto, es otro objeto de la invención proporcionar acceso a estos epítopes y secuencias. Con más detalle, la
invención se refiere a:

• un uso de un posible péptido epítope de células T dentro de la secuencia de aminoácidos de una molécula
biológica parental inmunogénicamente no modificada identificada según cualquiera de los métodos descri-
tos para preparar una molécula biológica con inmunogenicidad reducida con la misma actividad biológica;

• un uso correspondiente de un posible péptido epítope de células T, en el que dicho epítope de células T es
un péptido 13mer;

• un uso de una secuencia peptídica que está compuesta de al menos 9 restos de aminoácidos consecutivos
de un epítope de células T 13mer como se especifica anteriormente para preparar una molécula biológica
con inmunogenicidad reducida con la misma actividad biológica en comparación con la molécula parental
no modificada.

Breve descripción de los dibujos

la Figura 1 es un diagrama de flujo que muestra un aspecto del presente método por ordenador;

la Figura 2 es un diagrama de flujo que muestra la generación de una base de datos para un método por ordenador
como realización de la presente invención;

la Figura 3 es un diagrama de flujo que muestra la consulta en la base de datos para realizar el perfil de un péptido
ante posibles epítopes de células T;

la Figura 4 es un diagrama de flujo adicional que muestra el método por ordenador;

la Figura 5 es una representación del índice de probabilidad de epítopes de células T frente a las coordenadas
(posiciones) de restos de aminoácidos de la isoforma (GAD 65) de ácido glutámico descarboxilasa (PM: 65.000);
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la Figura 6 es una representación del índice de probabilidad de epítopes de células T frente a las coordenadas
(posiciones) para la eritropoyetina (EPO);

la Figura 7 es una representación del índice de probabilidad de epítopes de células T frente a las coordenadas
(posiciones) para la cadena ligera del anticuerpo monoclonal anti-A33 humanizado y

la Figura 8 es una representación del índice de probabilidad de epítopes de células T frente a las coordenadas
(posiciones) para la cadena pesada del anticuerpo monoclonal anti-A33 humanizado.

En la figura 5 a 8 anteriores, la línea contínua (–) representa un índice de epítopes de células T calculado mediante
un método de ordenador según el diagrama de flujo mostrado en la Figura 1, y la línea de puntos (•••••) representa
el número previsto de epítopes de células T calculado según el método de cálculo de acuerdo con el diagrama de flujo
mostrado en la Figura 3 según otro aspecto de la presente invención.

Descripción detallada de la invención

La expresión “epítope de células T” significa según se entiende en esta invención, una secuencia de aminoácidos
que es capaz de unirse con una eficiencia razonable a moléculas MHC de clase II (o su equivalente en una especie
distinta al ser humano), capaz de estimular a las células T y/o también unirse (sin una activación necesariamente
cuantificable) a células T formando un complejo con MHC de clase II.

El término “péptido”, según se utiliza en este documento y en las reivindicaciones adjuntas, es un compuesto que
incluye dos o más aminoácidos. Los aminoácidos están unidos entre sí mediante un enlace peptídicos (definido a con-
tinuación en este documento). Existen 20 aminoácidos naturales diferentes implicados en la producción biológica de
péptidos y pueden unirse cualquier número en cualquier orden para formar una cadena o anillo peptídico. Los aminoá-
cidos naturales empleados en la producción biológica de péptidos tiene todos la configuración L. Pueden prepararse
péptidos sintéticos empleando métodos de síntesis convencionales, utilizando L-aminoácidos, D-aminoácidos o diver-
sas combinaciones de aminoácidos de las dos configuraciones diferentes. Algunos péptidos contienen sólo unas pocas
unidades de aminoácidos. Los péptidos cortos, por ejemplo, que tienen menos de diez unidades de aminoácidos, se
denominan en ocasiones “oligopéptidos”. Otros péptidos contienen una gran cantidad de restos de aminoácidos, por
ejemplo, hasta 100 o más, y se denominan “polipéptidos”. Por convencionalismo, un “polipéptido” puede considerarse
como cualquiera cadena peptídica que contiene tres o más aminoácidos, mientras que normalmente un “oligopéptido”
se considera como un tipo especial de polipéptido “corto”. Por tanto, según se usa en este documento, se entiende que
cualquier referencia a un “polipéptido” también incluye a un oligopéptido. Además, cualquier referencia a un “pépti-
do” incluye polipéptidos, oligopéptidos y proteínas. Cada disposición diferente de aminoácidos da lugar a polipéptidos
o proteínas diferentes. El número de polipéptidos (y, por tanto, el número de proteínas diferentes) que pueden formarse
es prácticamente ilimitado.

La expresión “inmunogenicidad menor o reducida” usada anteriormente y a continuación, es una expresión relativa
y se refiere a la inmunogenicidad de la molécula fuente original respectiva cuando se expone in vivo al mismo de tipo
de especie en comparación con la molécula modificada según la invención. La expresión “proteína modificada”, como
se usa según esta invención, describe una proteína que tiene un número reducido de epítopes de células T y, por tanto,
induce una inmunogenicidad reducida con respecto a la proteína parental cuando se expone al sistema inmune de
una especie determinada. La expresión “proteína no modificada” como se usa en este invención, describe la proteína
“parental” en comparación con la “proteína modificada” y tiene un número mayor de epítopes de células T y, por tanto,
una inmunogenicidad aumentada con respecto a la proteína modificada cuando se expone al sistema inmune de una
especie determinada.

El “carbono alfa (Cα)” es el átomo de carbono del componente carbono-hidrógeno (CH) que está en la cadena
peptídica. Una “cadena lateral” es un grupo colgante del Cα que pude comprender un grupo o resto sencillo o complejo,
con dimensiones físicas que pueden variar significativamente en comparación con las dimensiones del péptido.

Pueden identificarse epítopes de células T mediante el método por ordenador de la presente invención al considerar
restos de aminoácidos importantes para la unión de un epítope de células T en particular a las moléculas MHC de clase
II. Una vez identificados, pueden eliminarse o anularse los posibles epítopes de células T de una secuencia de restos de
aminoácidos mediante la alteración, por ejemplo mutación, de restos aminoacídicos clave en esa secuencia. Cualquier
modificación realizada en la secuencia de un péptido en una región que probablemente contiene epítopes de células T,
mediante deleción, adición o sustitución, dando lugar a una puntuación de unión global relativamente menor tendrá el
efecto de dar lugar a una secuencia de restos de aminoácidos menos inmunogénica. En algunas circunstancias, puede
ser deseable potenciar la unión de determinados péptidos a moléculas MHC de clase II. Por ejemplo, se ha propuesto
que puede restablecerse la tolerancia a determinados autoantígenos en individuos que padecen una enfermedad auto-
inmune si estos individuos se tratan con péptidos análogos de regiones del autoantígeno que se sabe que contienen
epítopes de células T. Normalmente, el epítope natural tiene una afinidad moderada por las moléculas MHC de clase II,
mientras que el péptido análogo se produce de manera que tenga una afinidad relativamente mayor por las moléculas
MHC de clase II. Esta alta afinidad es importante para estimular la vigilancia inmunológica para eliminar las células
T que presentan este epítope de alta afinidad o para que estas células sufran anergia. Esta modificación de un epítope
de células T también puede tener lugar a nivel proteico del péptido y la proteína completa se administra como agente
terapéutico. Existen diversos factores que tienen funciones importantes en la determinación de la estructura total de
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una proteína o un polipéptido. En primer lugar, el enlace peptídico, es decir, aquel enlace que une los aminoácidos
entre sí en la cadena, es un enlace covalente. Este enlace es de estructura planar, esencialmente una amida sustituida.
Una “amida” es cualquiera compuesto de un grupo de compuestos orgánicos que contiene el grupo:

El enlace peptídico planar que une Cα de aminoácidos adyacentes puede representarse como se muestra a conti-
nuación:

Puesto que los átomos O=C y C-N están en un plano relativamente rígido, no se produce una rotación libre alrede-
dor de estos ejes. Por tanto, el plano representado esquemáticamente por la línea discontinua se denomina en ocasiones
plano “amida” o “plano peptídico”, en el que están los átomos de oxígeno (O), carbono (C), nitrógeno (N) e hidrógeno
(H) de la cadena principal peptídica. En las esquinas opuestas de este plano amida se localizan los átomos Cα. Puesto
que sustancialmente no hay rotación alrededor de los átomos O=C y C-N en el plano peptídico o amida, una cadena
polipeptídica comprende, por tanto, una serie de enlaces peptídicos planos que unen los átomos Cα.

Un segundo factor que tiene una función importante para definir la estructura o conformación total de un polipép-
tido o proteína es el ángulo de rotación de cada plano amida alrededor del enlace común Cα. Las expresiones “ángulo
de rotación” y “ángulo de torsión” se consideran, a partir de ahora en este documento, expresiones equivalentes. Su-
poniendo que los átomos O, C, N y H permanecen en el plano amida (que normalmente es una suposición válida,
aunque puede haber ligeras desviaciones de la planaridad de estos átomos en algunas conformaciones), estos ángulos
de rotación definen las conformaciones de la cadena principal de los polipéptidos N y R, es decir, la estructura tal
como se encuentra entre restos adyacentes. Estos dos ángulos se conocen como φ y ψ. El conjunto de los ángulos φ1
y ψ1, donde el subíndice i representa un resto en particular de una cadena polipeptídica, define, por tanto, de forma
eficaz el polipéptido.

En la literatura se definen los convencionalismos usados para definir los ángulos φ y ψ, es decir, los puntos de
referencia en los que los planos amida forman un ángulo de cero grados y la definición de cuál es ángulo φ y cual es ψ
para un polipéptido determinado. Véase, por ejemplo, Ramachandran y col., Adv. Prot. Chem. 23:283-437 (1968), en
las páginas 285-94, que se incorporan a este documento por referencia.

El presente método puede aplicarse a cualquier proteína y se basa, en parte, en el descubrimiento de que en
humanos la posición principal de anclaje del bolsillo 1 de los surcos de unión a la molécula MHC de clase II tiene
una especificidad bien diseñada para cadenas laterales de aminoácidos en particular. La especificidad de este bolsillo
se determina mediante la identidad del aminoácido en la posición 86 de la cadena beta de la molécula MHC de clase
II. Este sitio se localiza en el fondo del bolsillo 1 y determina el tamaño de la cadena lateral que puede acomodarse
en este bolsillo (Marshall, K.W., (1994), J. Immunol., 152:4946-4956). Si este resto es una glicina, entonces todos
los aminoácidos hidrófobos alifáticos y aromáticos (siendo los hidrófobos alifáticos: valina, leucina, isoleucina y
metionina, y siendo los aromáticos: fenilalanina, tirosina y triptófano) pueden acomodarse en el bolsillo, dándose
preferencia a las cadenas laterales aromáticos. Si este resto del bolsillo es una valina, entonces la cadena lateral de
este aminoácido se proyecta dentro de la bolsa y restringe el tamaño de las cadenas laterales peptídicas que pueden
acomodarse de modo que sólo lo hagan las cadenas laterales hidrófobas alifáticas. Por tanto, en una secuencia de restos
de aminoácidos, independientemente de si se encuentra un aminoácido con una cadena lateral hidrófoba alifática o
aromática, existe la posibilidad de que se presente un epítope de células T restringido a una molécula MHC de clase II.
Sin embargo, si la cadena lateral es hidrófoba alifática es aproximadamente dos veces más probable que esté asociada
con un epítope de células T que si fuera una cadena lateral aromática (suponiendo una distribución aproximadamente
uniforme de los tipos de bolsillo 1 en la población global).

Un método por ordenador que supone una realización de la presente invención define la probabilidad de regiones
peptídicas de contener epítopes de células T como sigue:

(1) Se analiza la secuencia primaria de un segmento peptídico de longitud predeterminada y se identifican todas
las cadenas laterales hidrófobas alifáticas y aromáticas. (2) Se asigna a las cadenas laterales hidrófobas alifáticas un
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valor mayor que a las cadenas laterales aromáticas, preferiblemente aproximadamente dos veces el valor asignado a
las cadenas laterales aromáticas, por ejemplo, un valor de 2 para una cadena lateral hidrófoba alifática y un valor de 1
a una cadena lateral aromática. (3) Se suman los valores determinados que se presentan para cada segmento de restos
de aminoácidos solapantes (ventana) de longitud uniforme predeterminada dentro del péptido y se asigna el valor
total a un segmento el particular (ventana) a un único resto de aminoácido en una posición intermedia del segmento
(ventana), preferiblemente a un resto situado aproximadamente en el punto medio del segmento muestreado (ventana).
Este procedimiento se repite para cada segmento de restos de aminoácidos solapantes muestreados (ventana). Por tanto,
se asigna a cada resto de aminoácido del péptido un valor que hace referencia a la probabilidad de que se presente
un epítope de células T en este segmento en particular (ventana). (4) Los valores calculados y asignados como se
describe en la etapa 3, anteriormente, pueden representarse frente a las coordenadas de aminoácidos de la secuencia
completa de restos de aminoácidos que se está evaluando. (5) Se considera que todas las porciones de la secuencia que
tienen una puntuación de un valor predeterminado, por ejemplo, un valor de 1, probablemente contienen un epítope
de células T y pueden modificarse, si se desea.

Este aspecto particular de la presente invención proporciona un método general mediante el cual pueden describirse
las regiones de péptidos que probablemente contienen epítopes de células T. Las modificaciones del péptido en estas
regiones tienen la posibilidad de modificar las características de unión a MHC de clase II. De acuerdo con otro aspecto
de la presente invención, pueden predecirse epítopes de células T con mayor precisión mediante el uso de un método
por ordenador más sofisticado que tiene en cuenta las interacciones de los péptidos con modelos de alelos MHC de
clase II.

La predicción por ordenador de epítopes de células T presentes en un péptido de acuerdo con este aspecto parti-
cular contempla la construcción de modelos de al menos 42 alelos MHC de clase II en base a las estructuras de todas
las moléculas MHC de clase II conocidas y un método para el uso de estos modelos en la identificación por ordena-
dor de epítopes de células T, la construcción de bibliotecas de cadenas principales peptídicas para cada modelo que
permitan obtener la variabilidad conocida en las posiciones relativas del carbono alfa (Cα) del esqueleto peptídico,
la construcción de bibliotecas de conformaciones de cadenas laterales de aminoácidos para cada punto de anclaje del
esqueleto con cada modelo para cada uno de los 20 aminoácidos alternativos en las posiciones críticas de interacción
entre el péptido y la molécula MHC de clase II y el uso de estas bibliotecas de esqueletos peptídicos y conformaciones
de cadenas laterales junto con una función de valoración para seleccionar el esqueleto y la conformación de cadena
lateral óptimos para un péptido particular acoplado con una molécula MHC de clase II en particular y la obtención de
un valor de unión a partir de esta interacción.

Los modelos de moléculas MHC de clase II pude obtenerse mediante el modelado por homología a partir de varias
estructuras similares que se encuentran en la banco de datos de proteínas (“PBD”) de Brookhaven. Esto puede hacerse
usando un software de modelado por homología semiautomático (Modeller, Sali A. y Blundell TL., 1993, J. Mol Biol
234: 779-815) que incorpora una función de hibridación simulada junto con el campo de fuerzas CHARMm para la
minimización de la energía (disponible en Molecular Simulations Inc., San Diego, Ca.). También pueden utilizarse
métodos de modelado alternativos.

El presente método difiere significativamente de otros métodos por ordenador que utilizan bibliotecas de datos de
unión obtenidos experimentalmente para cada aminoácido alternativo en cada posición del surco de unión para un
pequeño conjunto de moléculas MHC de clase II (Marshall, K.W., y col., Biomed. Pept. Proteins Nucleic Acids, 1(3):
157-162) (1995) o incluso otros métodos por ordenador que utilizan datos de unión experimentales similares para
definir las características de unión de tipos particulares de bolsillos de unión dentro del surco, usando de nuevo un
subconjunto relativamente pequeño de moléculas MHC de clase II, y después “mezclando y emparejando” los tipos
de bolsillo de esta biblioteca de bolsillo para crear artificialmente moléculas MHC de clase II “virtuales” adicionales
(Sturniolo T., y col., Nat. Biotech, 17(6): 555-561 (1999). Ambos métodos previos presentan la principal desventaja
de que, debido a la complejidad de los ensayos y a la necesidad de sintetizar grandes cantidades de variantes peptí-
dicos, sólo pueden analizarse a nivel experimental un pequeño número de moléculas MHC de clase II. Por tanto, el
primer método anterior permite sólo hacer predicciones para un pequeño número de moléculas MHC de clase II. El
segundo método anterior también parte de la suposición de que un bolsillo revestido con aminoácidos similares en
una molécula tendrá las mismas características de unión cuando esté en el contexto de un alelo de Clase II diferente y
presenta desventajas adicionales porque solamente pueden crearse “virtualmente” aquellas moléculas MHC de clase
II que contengan bolsillos incluidos en la biblioteca de bolsillos. Usando la estrategia de modelado descrito en este
documento puede deducirse la estructura de cualquier número y tipo de moléculas MHC de clase II, por tanto pueden
seleccionarse específicamente alelos que sean representativos de la población global. Además, puede aumentarse el
número de moléculas MHC de clase II analizadas creando modelos adicionales en lugar de tener que generar datos
adicionales mediante experimentación compleja.

El uso de una biblioteca de cadenas principales permite la variación en las posiciones de los átomos Cα de los di-
versos péptidos que se están analizando cuando se acoplan con moléculas MHC de clase II particulares. Esto contrasta
una vez más con los métodos por ordenador previos alternativos descritos anteriormente que dependen del uso de
cadenas principales peptídicas simplificadas para el análisis de la unión de los aminoácidos en bolsillos particulares.
Probablemente estas cadenas principales simplificadas no son representativas de conformaciones esqueletos encontra-
dos en péptidos “reales”, lo que lleva a imprecisiones en la predicción de la unión del péptido. La presente biblioteca
de cadenas principales se constituye superponiendo los esqueletos de todos los péptidos unidos a moléculas MHC de
clase II encontrados en el banco de datos de proteínas y anotando la desviación de la media cuadrática (RMS, por
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sus siglas en inglés) entre los átomos Cα de cada uno de los once aminoácidos localizados dentro del surco de unión.
Aunque esta biblioteca puede obtenerse a partir de un número pequeño de estructuras murinas y humanas disponibles
adecuadas (actualmente 13), con el fin de permitir la posibilidad de una variabilidad aún mayor, la cifra de la RMS para
cada posición C”-α se aumenta en un 50%. A continuación se determina la posición Cα promedio de cada aminoácido
y se traza una esfera alrededor de este punto cuyo radio es igual a la desviación de RMS en esta posición más el 50%.
Esta esfera representa todas las posiciones de Cα permitidas.

Trabajando a partir del Cα con la desviación RMS mínima (la del aminoácido en el bolsillo 1 como se mencionó
anteriormente, equivalente a la posición 2 de los 11 restos en el surco de unión), la esfera se cuadricula tridimensio-
nalmente, y cada vértice dentro de la cuadrícula se usa a continuación como una posible localización para un Cα de
ese aminoácido. El plano amida posterior, correspondiente al enlace peptídico con el aminoácido siguiente se inserta
en cada uno de estos Cα y los ángulos φ y ψ se rotan paso a paso a intervalos establecidos con el fin de colocar el
Cα posterior. Si el Cα posterior está dentro de la “esfera de posiciones permitidas” para este Cα entonces se acepta
la orientación del dipéptido, mientras que si está fuera de la esfera, entonces se rechaza el dipéptido. A continuación
se repite este proceso para cada una de las posiciones de Cα posteriores, de modo que el péptido crece a partir de la
“semilla” del Cα del bolsillo 1 hasta que se han colocado los nueve Cα posteriores a partir de todas las permutaciones
posibles de los Cα precedentes. Después, el proceso se repite una vez más para el único Cα que precede al bolsillo 1
para crear una biblioteca de posiciones Cα de la cadena principal localizadas en el surco de unión.

El número de cadenas principales generadas depende de varios factores: el tamaño de las “esferas de posiciones
permitidas”; la precisión del entramado de la “esfera principal” en la posición del bolsillo 1 y a precisión de la rotación
paso a paso de los ángulos φ y ψ usados para ubicar los Cα posteriores. Mediante el uso de este procedimiento, se
pueden crear una biblioteca grande de cadenas principales. Cuanto mayor es la biblioteca de cadenas principales,
mayor es la probabilidad de que se encuentre el ajuste óptimo para un péptido en particular dentro del surco de unión de
una molécula MHC de clase II. Puesto que todas las cadenas principales no serán adecuadas para acoplarse a todos los
modelos de moléculas MHC de clase II debido a impedimentos estéricos con aminoácidos de los dominios de unión,
se crea en la biblioteca un subconjunto para cada alelo que comprende cadenas principales que pueden acomodarse a
ese alelo. El uso de la biblioteca de cadenas principales, junto con los modelos de moléculas MHC de clase II crea una
base de datos completa que consta de conformaciones de cadenas laterales permitidas para cada aminoácido en cada
posición del surco de unión para cada molécula MHC de clase II acoplada con esqueleto permitido. Este conjunto de
datos se genera usando una función de solapamiento estérico simple donde se acopla una molécula MHC de clase II
con una cadena principal y se inserta una cadena lateral de aminoácidos en el esqueleto en la posición deseada. Cada
uno de los enlaces rotatorios de la cadena lateral se rota paso a paso a intervalos establecidos y se anotan las posiciones
resultantes de los átomos que dependen de ese enlace. Se indica la interacción del átomo con átomos de las cadenas
laterales del surco de unión y se aceptan o rechazan las posiciones de acuerdo con los siguientes criterios: la suma total
del solapamiento de todos los átomos colocados hasta el momento no debe exceder de un valor predeterminado. De
este modo, la rigurosidad de la consulta conformacional es una función del intervalo usado en la rotación paso a paso
del enlace y el límite predeterminado para el solapamiento total. Este último valor puede ser pequeño si se sabe que un
bolsillo en particular es rígido, sin embargo, la rigurosidad puede relajarse si se sabe que las posiciones de las cadenas
laterales del bolsillo son relativamente flexibles. Por tanto, pueden hacerse concesiones para imitar las variaciones en
la flexibilidad dentro de los bolsillos del surco de unión. Esta consulta conformacional se repite a continuación para
cada aminoácido en cada posición de cada cadena principal cuando se acopla con cada una de las moléculas MHC de
clase II para crear la base de datos completos de conformaciones de cadenas laterales.

Se usa una expresión matemática adecuada para estimar la energía de unión de los modelos de moléculas MHC de
clase II junto con las conformaciones de ligandos peptídicos que se derivan empíricamente analizando la gran base de
datos de cadenas principales/conformaciones de cadenas laterales descritas anteriormente. De este modo, se analiza
la presencia de posibles epítopes de células T en una proteína sometiendo a cada posible péptido de longitud variable
entre 9 y 20 aminoácidos (aunque la longitud se mantiene constante para cada análisis) a los siguientes cálculos: se
selecciona una molécula MHC de clase II junto con una cadena principal peptídica permitida para esa molécula y se
insertan las cadenas laterales correspondientes en la secuencia peptídica deseada. Se registran la identidad atómica y
los datos de la distancia interatómica relacionados con una cadena lateral en particular en una posición particular en la
cadena principal para cada conformación permitida de ese aminoácido (obtenido a partir de la base de datos descrita
anteriormente). Esto se repite para cada cadena lateral a lo largo de la cadena principal y se obtienen las puntuaciones
del péptido usando una función de puntuación. Se conserva la mejor puntuación para esa cadena principal peptídica
y el proceso se repite para cada esqueleto permitido según el modelo seleccionado. Se comparan las puntuaciones de
todas las cadenas principales permitidas y se considera que la puntuación más alta es la puntuación del péptido para el
péptido deseado en ese modelo de MHC de clase II. A continuación, este proceso se repite para cada modelo con cada
péptido posible derivado de la proteína que se está analizando y se representan los valores de los péptidos frente a los
modelos.

En el contexto de la presente invención, cada ligando que se presenta para el cálculo de la afinidad de unión
es un segmento de aminoácidos seleccionado entre un péptido o una proteína como se ha descrito anteriormente.
Por tanto, el ligando es una extensión de aminoácidos seleccionada de una longitud de aproximadamente 9 a 20
aminoácidos derivada de un péptido, polipéptido o proteína de secuencia conocida. Los términos “aminoácidos” y
“restos” se consideran a partir de ahora en este documento como términos equivalentes. El ligando, en forma de
aminoácidos consecutivos del péptido que se va a examinar insertados en una cadena principal de la biblioteca de
cadenas principales peptídicas, se coloca en la hendidura de unión de una molécula MHC de clase II de la biblioteca
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de modelos de moléculas MHC de clase II mediante las coordenadas de los átomos C”-α del esqueleto peptídico y se
selecciona una conformación permitida para cada cadena lateral entre la base de datos de conformaciones permitidas.
Las identidades atómicas y distancias interatómicas pertinentes también se recuperan de esta base de datos y se usan
para calcular la puntuación de unión del péptido. Los ligandos con una elevada afinidad de unión por el bolsillo de
unión de MHC de clase II se marcan como candidatos para mutagénesis dirigida a sitio. Se hacen sustituciones de
aminoácidos en el ligando marcado (y, por tanto, en la proteína de interés) que después se prueban de nuevo usando
la función de puntuación para determinar cambios que reducen la afinidad de unión por debajo de un valor umbral
predeterminado. A continuación estos cambios pueden incorporarse a la proteína de interés para eliminar epítopes
de células T. La unión entre el ligando peptídico y el surco de unión de las moléculas MHC de clase II implica
interacciones no covalentes que incluyen, aunque sin limitación: puentes de hidrógeno, interacciones electrostáticas,
interacciones hidrófobas (lipófilas) y fuerzas de Van der Waal. Éstas se incluyen en la función de puntuación del
péptido como se describe con detalle a continuación. Debe entenderse que un puente de hidrógeno es un enlace no
covalente que puede formarse entre grupos polares o cargados y consta de un átomo de hidrógeno compartido por
otros dos átomos. El hidrógeno del donador de hidrógeno tiene una carga positiva donde el aceptor de hidrógeno
tiene una carga negativa parcial. Para los propósitos de las interacciones péptido/proteína, los donadores del puente
de hidrógeno pueden ser nitrógenos con hidrógeno unido o hidrógenos unidos a oxígeno o nitrógeno. Los átomos del
aceptor de puentes de hidrógeno pueden ser oxígenos no unidos a hidrógeno, nitrógenos sin hidrógenos unidos y una
o dos conexiones, o azufres con solamente una conexión. Ciertos átomos, tales como oxígenos unidos a hidrógenos
o nitrógenos de imina (por ejemplo, C=NH) pueden ser tanto aceptores como donadores de hidrógeno. Las energías
del puente de hidrógeno varían de 3 a 7 Kcal/mol y son mucho más fuertes que las fuerzas de Van der Waal, pero más
débiles que los enlaces covalentes Los puentes de hidrógeno también son muy orientables y son más fuertes cuando
el átomo donador, el átomo de hidrógeno y el átomo aceptor son colineales. Los enlaces electrostáticos se forman
entre pares iónicos opuestamente cargados y la fuerza de la interacción es inversamente proporcional al cuadrado
de la distancia entre los átomos de acuerdo con la ley de Coulomb. La distancia óptima entre pares iónicos es de
aproximadamente 2,8 Å. En interacciones proteína/péptido, pueden formarse enlaces electrostáticos entre arginina,
histidina o lisina y aspartato o glutamato. La fuerza del enlace dependerá del pKa del grupo ionizante y de la constante
dieléctrica del medio aunque son aproximadamente similares en fuerza a los puentes de hidrógeno.

Las interacciones lipófilas suponen contactos hidrófobo-hidrófobo favorables que tienen lugar entre la proteína
y el ligando peptídico. Normalmente, éstas se darán entre cadenas laterales de aminoácidos hidrófobos del péptido
enterrados en los bolsillos del surco de unión, de modo que no estén expuestos al solvente. La exposición de los restos
hidrófobos al solvente es muy desfavorable ya que las moléculas circundantes de solvente se ven obligadas a formar
puentes de hidrógeno entre sí dando lugar a estructuras de clatrato en forma de jaula. La disminución resultante en
la entropía es altamente desfavorable. Los átomos lipófilos pueden ser azufres que no son polares ni aceptores de
hidrógeno y átomos de carbono que no son polares.

Los enlaces de Van der Waal son fuerzas inespecíficas que aparecen entre átomos que están alejados de 3 a 4 Å.
Son más débiles y menos específicos que los puentes de hidrógeno y los enlaces electrostáticos. La distribución de la
carga electrónica alrededor de un átomo cambia con el tiempo y, en un instante, dicha distribución de la carga pasa a
no ser simétrica. Esta asimetría transitoria en la carga electrónica induce una asimetría similar en los átomos vecinos.
Las fuerzas de atracción resultantes entre los átomos alcanzan un máximo a la distancia de contacto de Van der Waal
pero disminuye muy rápidamente a aproximadamente 1 Å a aproximadamente 2 Å. En cambio, cuando los átomos
están separados por una distancia menor a la distancia de contacto, las fuerzas de repulsión cada vez más fuertes llegan
a ser dominantes ya que se solapan las nubes electrónicas externas de los átomos. Aunque las fuerzas de atracción son
relativamente débiles en comparación con los enlaces electrostáticos y los puentes de hidrógeno (aproximadamente 0,6
Kcal/mol), las fuerzas de repulsión en particular pueden ser muy importantes para determinar si un ligando peptídico
puede unirse satisfactoriamente a una proteína.

En una realización, la función de puntuación de Böhm (enfoque SCORE1) se usa para estimar la constante de
unión (Böhm, H.J., J. Comput Aided Mol. Des., 8(3):243-256 (1994) que se incorpora por la presente en su totalidad).
En otra realización, la función de puntuación (enfoque SCORE2) se usa para estimar las afinidades de unión como
indicador de un ligando que contiene un epítope de células T (Böhm, H.J., J. Comput Aided Mol. Des., 12(4):309-
323 (1998) que se incorpora por la presente en su totalidad). Sin embargo, las funciones de puntuación de Böhm
que se describen en las referencias anteriores se usan para estimar la afinidad de unión de un ligando a una proteína
cuando ya se sabe que el ligando se une satisfactoriamente a la proteína y se ha resuelto la estructura del complejo
proteína/ligando, estando presente la estructura resuelta en el banco de datos de proteínas (“BDP”).

Por tanto, la función de puntuación se ha desarrollado aprovechando los datos de unión positiva conocidos. Para
permitir la discriminación entre enlazadores positivos y negativos, debe añadirse opcionalmente un término de re-
pulsión a la ecuación. Además, se consigue una estimación más satisfactoria de la energía de unión calculando las
interacciones lipófilas por pares en lugar de usar el término de energía basado en el área de las funciones de Böhm
anteriores. Por tanto, en una realización preferida, la energía de unión se estima usando una función de puntuación
de Böhm modificada. En la función de puntuación de Böhm modificada, la energía de unión entre la proteína y el
ligando (∆Gunión) se estima considerando los siguientes parámetros: la reducción de la energía de unión debida a la
pérdida global de entropía de traslación y rotación del ligando (∆G0); las contribuciones de los puentes de hidrógeno
ideales (∆Ghb) donde al menos un miembro del par es neutro; las contribuciones de interacciones iónicas no pertur-
badas (∆Giónica); las interacciones lipófilas entre átomos de ligandos lipófilos y átomos del aceptor lipófilo (∆Glipo); la
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pérdida de energía de unión debida a la congelación de los grados de libertad internos del ligando, es decir, la libertad
de rotación alrededor de cada enlace C-C es reducida (∆Grot); la energía de la interacción entre la proteína y el ligando
(EVdW). La consideración de estos términos da lugar a la ecuación 1:

Donde N es el número de interacciones aceptables para un término especifico de la ecuación y, en una realización,
∆G0, ∆Ghb, ∆Giónica, ∆Glipo y ∆Grot son constantes que tienen los valores: 5,4, -4,7, -4,7, -0,17 y 1,4, respectivamente.

El término Nhb se calcula de acuerdo con la ecuación 2:

f(∆R, ∆α) es una función de penalización que representa desviaciones grandes de los puentes de hidrógeno de
condiciones ideales y se calcula de acuerdo con la ecuación 3:

TOL es la desviación tolerada de la longitud del puente de hidrógeno = 0,25 Å.

∆R es la desviación de la longitud del puente de hidrógeno H-O/N del valor ideal = 1,9 Å.

∆α es la desviación del ángulo del puente de hidrógeno ∠N/O−H..O/N de su valor ideal de 180º.

f(Nadyac) distingue entre partes cóncavas y convexas de una superficie proteica y, por tanto, asigna mayor peso a las
interacciones polares encontradas en bolsillos que a las que aparecen en la superficie proteica.

Esta función se calcula de acuerdo con la ecuación 4 siguiente:

Nadyac es el número de átomos de la proteína que no son hidrógeno que están más cerca de 5 Å de cualquier átomo
dado de la proteína.

Nadyac,0 es una constante = 25

fpcs es una función que considera el área de superficie de contacto polar por puente de hidrógeno y, por lo tanto,
distingue entre puentes de hidrógeno fuertes y débiles y su valor se determina de acuerdo con los siguientes criterios:

fpcs = β cuando Apolar/NHB < 10 Å2

o fpcs = 1 cuando Apolar/NHB > 10 Å2

Apolar es el tamaño de la superficie de contacto proteína -ligando polar.

NHB es el número de puentes de hidrógeno

β es una constante cuyo valor = 1,2
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Para la aplicación de la función de puntuación de Böhm modificada, se calculan las contribuciones de las interac-
ciones iónicas, ∆Giónica, de un modo similar al descrito anteriormente para los puentes de hidrógeno ya que se supone
la misma dependencia geométrica.

El término Nlipo se calcula de acuerdo con la ecuación 5 siguiente:

f(rlL) se calcula para todos los átomos de ligandos lipófilos, l, y todos los átomos de de la proteína lipófilas, L, de
acuerdo con los siguientes criterios:

f(rlL) =1 cuando rlL ≤ R1f(rlL) =(rlL - R1)/(R2-R1) cuando R2 < rlL > R1

f(rlL) = 0 cuando rlL ≥ R2

donde: R1 = rl
vdw + rL

vdw + 0,5

R2 = R1 + 3,0

rl
vdw es el radio de Van der Waal del átomo l

y rL
vdw es el radio de Van der Waal del átomo L.

El término Nrot es el número de enlaces rotatorios de la cadena lateral del aminoácido y se acepta que es el número
de enlaces sp3 - sp3 y sp3 - sp2 acíclicos. Las rotaciones de -CH3 o -NH3 terminales no se tienen en cuenta.

El término final, EVdW, se calcula de acuerdo con la ecuación 6 siguiente:

donde:

ε1 y ε2 son constantes dependientes de la identidad atómica

r1
vdw + r2

vdw son los radios atómicos de Van der Waal

r es la distancia entre un par de átomos.

Con respecto a la ecuación 6, en una realización, las constantes ε1 y ε2 tiene los valores atómicos: C: 0,245; N:
0,283; O: 0,316; S: 0,316, respectivamente (es decir, para átomos de carbono, nitrógeno, oxígeno y azufre, respectiva-
mente). Con respecto a las ecuaciones 5 y 6, a los radios de Van der Waal se les asigna los valores atómicos C: 1,85;
N: 1,75; O: 1,60; S: 2,00 Å.

Debe entenderse que todos los valores predeterminados y constantes que se dan en las ecuaciones anteriores se
determinan dentro de las limitaciones del conocimiento actual de las interacciones proteína-ligando en particular con
respecto al tipo de cálculo que se está llevando a cabo en este documento. Por tanto, es posible que, conforme se
mejore adicionalmente esta función de puntuación, puedan cambiar estos valores y constantes por lo que puede usarse
cualquier valor numérico adecuado que ofrezca los resultados deseados en términos de estimación de la energía de
unión de una proteína a un ligando y, por tanto, están dentro del alcance de la presente invención.

Como se ha descrito anteriormente, la función de puntuación se aplica a datos extraídos de la base de datos de
conformaciones de cadenas laterales, identidades atómicas y distancias interatómicas. A los fines de la presente des-
cripción, el número de moléculas MHC de clase II incluidas en esta base de datos es de 42 modelos más cuatro
estructuras resueltas. Debe ser evidente a partir de las anteriores descripciones que la naturaleza modular de la cons-
trucción del método por ordenador de la presente invención significa que los nuevos modelos pueden simplemente
añadirse y analizarse con la biblioteca de cadenas principales peptídicas y la función de consulta conformacional de
cadena lateral para crear conjuntos de datos adicionales que puedan ser procesados mediante la función de puntuación
de péptidos como se ha descrito anteriormente. Esto permite que el repertorio de moléculas MHC de clase II analiza-
das aumente fácilmente, o que se remplacen estructuras y datos asociados si se dispone de datos que permitan crear
modelos más precisos de los alelos existentes.

Debe entenderse que, aunque la función de puntuación anterior es relativamente simple en comparación con al-
gunas metodologías sofisticadas disponibles, los cálculos se realizan de forma extremadamente rápida. También debe
entenderse que el objetivo no es calcular la energía de unión verdadera per se para cada péptido acoplado en el surco
de unión de una proteína MHC de clase II seleccionada. El objetivo subyacente es obtener datos de energía de unión
comparativos como ayuda para predecir la localización de epítopes de células T en base a la estructura primaria (es
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decir, la secuencia de aminoácidos) de una proteína seleccionada. Una energía de unión relativamente elevada o una
energía de unión por encima de un valor umbral seleccionado sugeriría la presencia de un epítope de células T en el
ligando. A continuación, el ligando puede someterse a al menos una ronda de sustitución de aminoácidos, tras lo cual
se recalcula la energía de unión. Debido a la naturaleza rápida de los cálculos, estas manipulaciones de la secuencia
peptídica pueden realizarse de forma interactiva en la interfaz del usuario del programa en un hardware informático
disponible rentable. Por tanto no se requiere una inversión grande en hardware informático.

Sería evidente para un experto en la materia que podría usarse otro software disponible con el mismo propósito. En
particular, puede usarse un software más sofisticado que sea capaz de acoplar ligandos en sitios de unión de proteínas
junto con una reducción al mínimo de la energía. Los ejemplos de software de acoplamiento son: DOCK (Kuntz y
col., J. Mol. Biol., 161: 269-288 (1982)), LUDI (Böhm, H.J., J. Comput Aided Mol. Des., 8:623-632 (1994)) y FLEXX
(Rarey M., y col., ISMB, 3: 300-308 (1995)). Los ejemplos de software de modelado y manipulación molecular
son: AMBER (Tripos) y CHARMm (Molecular Simulations Inc.) El uso de estos métodos por ordenador limitaría
en gran medida el rendimiento del método de esta invención debido a las extensiones de tiempo de procesamiento
requeridas para hacer los cálculos necesarios. Sin embargo, es factible que estos métodos puedan usarse como un
“filtro secundario” para obtener cálculos más precisos de la energía de unión en aquellos péptidos que se encuentre
que son “enlazadores positivos” mediante el método de la presente invención.

La limitación del tiempo de procesamiento para cálculos sofisticados de mecánica molecular o dinámica molecular
es aquella que se define tanto por el diseño del software que hace estos cálculos, como por las limitaciones tecnológicas
actuales del hardware informático. Puede preverse que, en el futuro, con la escritura de un código más eficaz y los
aumentos continuos en la velocidad de los procesadores informáticos, pueda llegar a ser factible hacer dichos cálculos
dentro de un intervalo de tiempo más manejable. Puede encontrarse información adicional sobre funciones de energía
aplicadas a macromoléculas y la consideración de las diversas interacciones que tienen lugar en una estructura proteica
plegada en: Brooks, B.R., y col., J. Comput. Chem., 4:187-217 (1983) y puede encontrarse información adicional
referente a interacciones proteína-ligando generales en: Dauber-Osguthorpe y col., Proteins 4(1): 31-47 (1988), que
se incorporan en este documento por referencia en su totalidad. También pueden encontrarse información general
útil, por ejemplo, en Fasman, G.D., ed., Prediction of Protein Structure and the Principles of Protein Conformation,
Plenum Press, Nueva York, ISBN: 0-306 4313-9.

El presente método de predicción puede calibrarse frente a un conjunto de datos que comprende un gran número de
péptidos cuya afinidad por varias moléculas de MHC de clase II ha sido determinada previamente a nivel experimental.

Según una realización preferida del método, cualquiera de los métodos de predicción específicos descritos en
este documento, o cualquier otro método con base informática para predecir interacciones péptido-moléculas MHC
de clase II que produce puntuaciones numéricas para cada par de péptido/MHC de clase II, se calibra frente a un
conjunto de datos que comprende un gran número de péptidos cuya afinidad por varias moléculas MHC de clase II
se ha determinado previamente de forma experimental. Comparando los datos calculados frente a los experimentales,
puede determinarse un valor de corte por encima del cual se sabe que todos los epítopes de células T determinados
experimentalmente se han predicho correctamente.

Específicamente, se calcula la puntuación numérica obtenida por ordenador para cada par péptido/MHC de clase
II en el conjunto de datos. La puntuación se calcula de modo que una puntuación mayor representa un aumento de
la probabilidad de unión. La puntuación obtenida por ordenador más baja para un par péptido/MHC de clase II que
se encuentre unido experimentalmente se considera como puntuación límite. Todas las puntuaciones obtenidas por
ordenador que estén significativamente por debajo de esta puntuación límite se considera que representan pares en
los que no hay unión péptido/MHC de clase II, mientras que las puntaciones obtenidas por ordenador por encima
de la puntuación límite representan un posible par de unión péptido/MHC de clase II. En general, para un algoritmo
de puntuación por ordenador determinado, habrá algunas combinaciones de péptido/MHC de clase II que obtendrán
puntuaciones por encima de la puntación límite pero que realmente no se une. Por tanto, esta realización preferida del
método puede generar falsos positivos, pero nunca o sólo en muy raras ocasiones generará falsos negativos.

Esta realización basada en una puntuación límite del método es especialmente útil cuando el objetivo es eliminar,
mediante mutación, la mayoría o todos los epítopes de células T de una proteína. Específicamente, según una realiza-
ción más preferida del método de la invención, se eliminan la mayoría o todos los epítopes de células T de una proteína
de la siguiente forma. Mediante un algoritmo por ordenador se analizan posibles epítopes de células T en la secuencia
de la proteína. Cada posible epítope de células T recibe una puntuación, con puntuaciones crecientes correlacionadas
con la probabilidad mayor de unión a una molécula MHC de clase II. Cada segmento peptídico con una puntuación
superior a la puntuación límite se muta de modo que la puntuación del segmento mutado será menor que la puntuación
límite. Las mutaciones se eligen preferiblemente para que no reduzcan la actividad de la proteína por debajo de una
actividad necesaria para un propósito determinado. Se diseña una proteína con mutaciones múltiples, que carece de
la mayoría o todos los epítopes de células T predichos por ordenador. Dicha proteína con mutaciones múltiples se
denomina “proteína desinmunizada”.

La proteína desinmunizada se sintetiza mediante métodos convencionales. Por ejemplo, una secuencia de ADN
artificial que codifica la proteína desinmunizada se ensambla a partir de oligonucleótidos sintéticos, se liga a un vector
de expresión y se une funcionalmente a elementos que promueven la expresión de la proteína desinmunizada. A
continuación, la proteína desinmunizada se purifica mediante métodos convencionales. La proteína desinmunizada
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resultantes contiene aminoácidos mutados, de modo que se eliminan los auténticos epítopes de células T. Además,
la proteína desinmunizada contendrá a menudo aminoácidos mutados en segmentos que según la previsión de un
algoritmo son epítopes de células T, pero que de hecho no son epítopes de células T. Sin embargo, consecuencias
deletéreas significativas no dan lugar a mutaciones en los epítopes falsamente predichos, ya que las mutaciones se
eligen para que tenga un efecto pequeño sobre la actividad de la proteína. Además, no se obtienen consecuencias
deletéreas de la posible introducción de nuevos epítopes de células B dentro de una proteína, ya que la ausencia de
epítopes de células T evita una respuesta de células B frente a la proteína modificada.

A continuación se ilustra a modo de ejemplos la aplicación de la metodología descrita anteriormente a diversos
péptidos que pueden ser considerados para su desinmunización, mediante modificaciones para potenciar su unión a
moléculas MHC de clase II con fines terapéuticos.

La invención puede aplicarse a cualquier molécula biológica que tenga una actividad biológica y/o farmacológica
definida sustancialmente con las mismas secuencias primarias de aminoácidos que las que se describen en este do-
cumento y podría incluir, por ejemplo, moléculas obtenidas por métodos de ingeniería genética y otros procesos. La
expresión “molécula biológica” se usa en este documento para moléculas que tiene una función biológica y producen
un efecto o actividad biológica, farmacológica o farmacéutica. Preferiblemente, las moléculas biológicas según las
invenciones son péptidos, polipéptidos y proteínas. En cuanto a las proteínas, se prefieren las inmunoglobulinas. La
invención incluye también variantes y otras modificaciones de un polipéptido, proteína, proteína de fusión o inmuno-
globulina específico que tiene en principio la misma actividad biológica y una inmunogenicidad (reducida) similar.
Adicionalmente, se incluyen fragmentos de anticuerpos como sFv, Fab, Fab’, F(ab’)2 y Fc y fragmentos de proteí-
nas biológicamente eficaces. Los anticuerpos de origen humano o los anticuerpos humanizados muestran per se una
inmunogenicidad inferior o nula en humanos y no tienen o tienen un número menor de epítopes inmunogénicos en
comparación con anticuerpos no humanos. Sin embargo, también existe la necesidad de desinmunización de estas
moléculas puesto que se ha demostrado que algunas de ellas inducen una respuesta inmune significativa en huma-
nos. Además, los antígenos que inducen una respuesta inmune no deseada y demasiado fuerte pueden modificarse
según el método de la invención y obtenerse antígenos que tienen una inmunogenicidad reducida que es, sin embargo,
suficientemente fuerte como para usar el antígeno, por ejemplo, como vacuna.

Algunas moléculas, como la leptina, como se ha identificado en otras fuentes de mamíferos, tienen en común
muchas de las secuencias peptídicas de la presente descripción y que tienen en común muchas secuencias peptídicas
sustancialmente con la misma secuencia que las que se incluyen en el listado descrito. Igualmente, por tanto, estas
secuencias de proteínas entran dentro del alcance de la presente invención.

La invención se refiere a análogos de las moléculas biológicas según la invención en las que las sustituciones de al
menos un resto de aminoácido se han realizado en posiciones que dan lugar a una reducción sustancial de la actividad
o la eliminación de uno o más posibles epítopes de células T de la proteína.

Una o más sustituciones de aminoácidos en puntos particulares dentro de cualquiera de los posibles ligandos
de las moléculas MHC de clase II en las tablas de los ejemplos pueden dar lugar a una molécula con su posible
inmunogenicidad reducida cuando se administra como agente terapéutico al hospedador humano. Preferiblemente,
se realizan sustituciones de aminoácidos en puntos adecuados dentro de la secuencia peptídica predicha para lograr
una reducción sustancial o la eliminación de la actividad del epítope de células T. En la práctica, un punto adecuado
equivaldrá preferiblemente a un resto de aminoácido que se una dentro de uno de los bolsillos hidrófobos en el interior
del surco de unión de la molécula MHC de clase II. También se considera, y está dentro del alcance de la presente
invención, los restos de aminoácidos del péptido en las posiciones equivalentes de unión con otras regiones del bolsillo
en la hendidura de unión del MHC.

Se entiende que sustituciones de aminoácidos individuales dentro de un posible epítope de células T determinado
son la vía más preferida para eliminar el epítope. Pueden contemplarse combinaciones de sustituciones dentro de un
único epítope y, por ejemplo, pueden ser particularmente adecuados cuando se solapen entre sí epítopes definidos
individualmente. Además, pueden hacerse sustituciones de aminoácidos, individualmente dentro de un epítope deter-
minado o en combinación dentro de un único epítope en posiciones que no equivalgan a los “restos del bolsillo” con
respecto al surco de unión de la molécula MHC de clase II, sino en cualquier punto dentro de la secuencia peptídica.
Todas estas sustituciones están dentro del alcance de la presente invención.

Pueden completarse sustituciones de aminoácidos distintas a las realizadas en los péptidos identificados anteriores
especialmente cuando se realizan en combinación con sustituciones hechas dentro de uno de los péptidos enumerados.
Por ejemplo, se puede contemplar un cambio para restablecer la estructura o actividad biológica de la molécula varian-
te. Estos cambios compensatorios y cambios para incluir la deleción o adición de restos de aminoácidos particulares
en la molécula según la invención que da lugar a una variante con la actividad deseada y en combinación con cambios
en cualquiera de los péptidos descrito se incluyen en el objetivo de la presente invención.

En otro aspecto, la presente invención se refiere a ácidos nucleicos que codifican dichas moléculas biológicas con
inmunogenicidad reducida. Los métodos para obtener las construcciones génicas y los productos génicos son bien co-
nocidos en la técnica. En un aspecto final, la presente invención se refiere a composiciones farmacéuticas que compren-
den dichas moléculas biológicas que pueden obtenerse mediante los métodos descritos en la presente invención y méto-
dos para el tratamiento terapéutico de humanos usando las moléculas modificadas y las composiciones farmacéuticas.
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Como puede observarse en los siguientes ejemplos, los métodos por ordenador descritos anteriormente en este
documento son un indicador muy bueno de dónde es probable encontrar epítopes de células T en cualquier péptido.
Por tanto, esto permite la identificación de regiones de secuencias de restos de aminoácidos que, si se alteran mediante
cambios de uno o más restos de aminoácidos, tienen el efecto de eliminar epítopes de células T y potenciar, de
este modo, el valor terapéutico del péptido. Mediante este método pueden prepararse moléculas biológicas, como
péptidos, proteínas, inmunoglobulinas, proteínas de fusión y similares, que tienen propiedades y valor farmacológico
potenciados.

La descripción anterior y los ejemplos pretenden ser ilustrativos y no han de tomarse como limitantes. Siguen
siendo posibles otras variables y serán fácilmente obvias para los expertos en la materia.

Ejemplo 1

Este ejemplo muestra el perfil de probabilidad de epítopes de células T de la isoforma del autoantígeno ácido
glutámico descarboxilasa (GAD 65; PM: 65.000), que está implicado en el desarrollo de la diabetes de tipo I. Esta
proteína en particular podría ser un posible objetivo para aumentar la afinidad de los epítopes de células T y también
proporciona un buen ejemplo para comprobar el índice de probabilidad de epítopes de células T ya que es un péptido
relativamente largo (585 restos de aminoácidos) y, por tanto, proporciona un tamaño de muestra relativamente grande
para el perfil.

En la Figura 5 se muestra el perfil de probabilidad de epítopes de células T para GAD 65. La línea contínua
representa el índice del epítopes de células T calculado usando el método por ordenador mostrado en la Figura 1 y la
línea de puntos representa el índice del epítopes de células T predicho usando el método por ordenador mostrado en
las Figuras 3 y 4.

Ejemplo 2

Este ejemplo muestra el perfil de probabilidad de epítopes de células T de la eritropoyetina (EPO), una citocina de
193 de restos de aminoácidos de longitud, usada ampliamente como fármaco de administración intravenosa (IV) para
aumentar el recuento de eritrocitos. Esto representa un buen ejemplo de fármaco biológico con valor terapéutico, pero
que podría inducir respuestas inmunes inadecuadas o no deseadas, usándose especialmente la vía de administración
IV, y que puede, por tanto, beneficiarse de la desinmunización después de que se haya identificado en la misma los
posibles epítopes de células T.

En la Figura 6 se muestra el perfil de probabilidad de epítopes de células T de la EPO. La línea continua representa
el índice de epítopes de células T calculado usando el método por ordenador mostrado en la figura 1, y la línea de
puntos indica el índice de epítopes de células T predicho usando el método por ordenador mostrado en las Figuras
3 y 4.

Ejemplo 3

Las Figuras 7 y 8 muestran el índice de epítopes de células T para las cadenas pesada y ligera del anticuerpo
monoclonal murino humanizado dirigido frente al antígeno A33. Este último es una glucoproteína transmembrana
que se expresa sobre la superficie de >95% de los cánceres de intestino y, por tanto, tiene posibilidades como agente
terapéutico anticancerígeno.

En las Figuras 7 y 8, la línea continua representa el índice del epítopes de células T calculado usando el método
por ordenador mostrado en la Figura 1, y la línea de puntos indica el índice de epítopes de células T predicho usando
el método por ordenador mostrado en las Figuras 3 y 4.

Ejemplo 4

Leptina

Una de estas moléculas de valor terapéutico es la proteína de la obesidad humana, denominada “leptina”. La leptina
es una proteína de señalización secretada de 146 restos de aminoácidos implicada en los mecanismos homeostáticos
que mantienen la masa adiposa (por ejemplo, los documentos WO 00/40615, WO 98/28427 y WO 96/05309). La
proteína (y sus antagonistas) ofrece posibilidades terapéuticas significativas para el tratamiento de la diabetes, presión
arterial elevada y metabolismo del colesterol. La proteína puede producirse mediante tecnología de recombinación
usando varios tipos de células T hospedadoras diferentes. La secuencia de aminoácidos de la leptina (mostrada en
código de una letra) es la siguiente:
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A partir del grupo identificado según el método de la invención se selecciona una secuencia de aminoácidos que
es parte de la secuencia de una proteína de la obesidad humana (leptina) inmunogénicamente no modificada y con una
posible actividad de unión a la molécula MHC de clase II:

Cualquier de las secuencias peptídicas citadas anteriormente puede usarse para su modificación mediante el inter-
cambio de uno o más aminoácidos para obtener una secuencia con inmunogenicidad reducida o nula.

Las sustituciones realizadas según los métodos de la invención que llevan a la eliminación de los posibles epítopes
de células T de la leptina humana (TS = tipo salvaje) son:
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Ejemplo 5

Antagonistas de IL-1R

IL-1 es una citocina inflamatoria y moduladora inmune importante con efectos pleiotrópicos sobre diversos tejidos
pero puede contribuir a la patología asociada con artritis reumatoide y otras enfermedades asociadas con daño tisular
local. Se ha purificado y se ha clonado el gen de un antagonista del receptor de la IL-1 capaz de inhibir la acción de
la IL-1 [Eisenburg S.P. y col. (1990) Nature, 343: 341-346; Carter, D.B. y col. (1990) Nature, 344: 633-637]. Otros
autores han proporcionado moléculas del IL-1Ra [por ejemplo, el documento US 5.075.222].

La secuencia de aminoácidos del IL-1Ra (mostrada en código de una letra) es la siguiente:

A partir del siguiente grupo se selecciona una secuencia de aminoácidos que es parte de la secuencia de un IL-1Ra
inmunogénicamente no modificado que tiene una posible actividad de unión a la molécula MHC de clase II:
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Cualquiera de las secuencias peptídicas citadas anteriormente puede usarse para su modificación mediante el in-
tercambio de uno o más aminoácidos para obtener una secuencia con inmunogenicidad reducida o nula.

Las sustituciones que llevan a la eliminación de posibles epítopes de células T son:
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Ejemplo 6

BDNF

Otra molécula terapéuticamente válida es el “factor neutrófico derivado de cerebro” (BDNF por sus siglas en inglés)
humano. BNDF es una glucoproteínas de la familia del factor de crecimiento nervioso. La glucoproteína madura de
119 aminoácidos se procesa a partir de un precursor más grande para producir un factor neutrófico que promueve la
supervivencia de poblaciones de células neuronales [Jones K.R. y Reichardt, L.F. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci U.S.A.
87: 8060-8064]. Estas células neuronales se localizan todas en el sistema nervioso central o directamente conectado
con éste. Las preparaciones recombinantes de BNDF han facilitado la exploración del potencial terapéutico de la
proteína para la estimulación de la regeneración nerviosa y el tratamiento de enfermedades degenerativas.

La secuencia de aminoácidos del factor neutrófico derivado de cerebro (BDNF) humano (mostrada en código de
una letra) es la siguiente:

Otros autores han proporcionado moléculas de BNDF modificadas [documento US 5.770.577] y estrategias para
la producción comercial de moléculas de BNDF recombinantes [documento US 5.986.070].

Se selecciona una secuencia de aminoácidos que es parte de la secuencia de un factor neutrófico derivado de
cerebro (BDNF) humano inmunogénicamente no modificado que tiene una posible actividad de unión a moléculas
MHC de clase II a partir del siguiente grupo:
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Cualquiera de las secuencias peptídicas citadas anteriormente puede usarse para su modificación mediante el in-
tercambio de uno o más aminoácidos para obtener una secuencia con inmunogenicidad reducida o nula.

Las sustituciones que llevan a la eliminación de posible epítopes de células T del factor neutrófico derivado de
cerebro (BDNF) humano (TS = tipo salvaje) son:

Ejemplo 7

EPO

Otra molécula de valor terapéutico es la eritropoyetina (EPO). La EPO es una hormona glucoproteica implicada
en la maduración de células progenitoras eritroides en eritrocitos. La EPO natural se produce en el hígado durante la
vida fetal y en el riñón en adultos y circula en sangre para estimular la producción de eritrocitos en la médula ósea. La
anemia es casi invariablemente una consecuencia de la insuficiencia renal debido a una reducción de la producción de
la EPO en el riñón. La EPO recombinante se usa como tratamiento eficaz para la anemia causada por insuficiencia renal
crónica. La EPO recombinante (expresada en células de mamíferos) que tiene la secuencia de aminoácidos 1 a 165 de
eritropoyetina humana [Jacobs, K. y col. (1985) Nature, 313: 806-810; Lin, F.-K. y col. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A. 82:7580-7585] contiene tres cadenas de oligosacáridos con enlaces N y uno con enlace O que contienen cada
una restos de ácido siálico terminales. Estos últimos son importantes para hacer posible que la EPO evite un rápido
aclaramiento en circulación por la proteína de unión a asialoglicoproteínas hepáticas.

La secuencia de aminoácidos de la EPO (mostrada en código de una letra) es la siguiente:

22



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 309 167 T3

A partir del siguiente grupo se selecciona una secuencia de aminoácidos que es parte de la secuencia de una
eritropoyetina (EPO) inmunogénicamente no modificado que tiene una posible actividad de unión a moléculas MHC
de clase II:

Las sustituciones que llevan a la eliminación de posible epítopes de células T de la eritropoyetina (EPO) humana
(TS = tipo salvaje) son:
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Ejemplo 8

G-CSF

El factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) es una citocina hematopoyética importante utilizada
actualmente en el tratamiento de indicaciones en las que un aumento del número de neutrófilos en sangre aportará
beneficios. Estas incluyen tratamiento del cáncer, diversas enfermedades infecciosas y afecciones relacionadas como
la sepsis. G-CSF también se utiliza sólo, o en combinación con otros compuestos y citocinas en la expansión ex vivo
de células hematopoyéticas para el trasplante de médula ósea.

Normalmente se reconocen dos formas de G-CSF humano para esta citocina. Una es una proteína de 177 aminoá-
cidos, la otra es una proteína de 174 aminoácidos [Nagata y col. (1986), EMBO J. 5: 575-581]; se ha encontrado que la
forma de 174 aminoácidos tiene una mayor actividad biológica específica in vivo. Las técnicas de ADN recombinante
han permitido la producción de G-CSF en cantidades a escala comercial explotando sistemas de expresión en células
hospedadoras tanto eucariotas como procariotas.

La secuencia de aminoácidos del factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) (mostrada en código de
una letra) es la siguiente:
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Se han descrito previamente otros análogos de polipéptidos y fragmentos peptídicos de G-CSF, incluyendo formas
modificadas mediante sustituciones de aminoácidos específicas de sitio y/o mediante modificaciones por productos
de adición química. Así, el documento US 4.810.643 describe análogos con los restos Cys en particular sustituidos
con otros aminoácidos y G-CSF con un resto Ala en la primera posición (N-terminal). El documento EP 0335423
describe la modificación de al menos un grupo amino en un polipéptido que tiene actividad G-CSF. El documento EP
0272703 describe derivados de G-CSF que tiene sustituciones o deleciones de aminoácidos próximas al extremo N-
terminal. El documento EP 0459630 describe derivados de G-CSF en los que Cys 17 y Asp 27 se sustituyen por restos
de Ser. El documento EP 0 243 153 describe G-CSF modificado mediante la inactivación de al menos una proteasa
KEX2 de levadura procesando el sitio para aumentar el rendimiento en la producción recombinante y el documento
US 4.904.584 describe proteínas con lisina alterada. El documento WO 90/12874 describe además variantes alteradas
en Cys y el documento de patente australiana AU 10948/92 describe la adición de aminoácidos en el extremo terminal
de una molécula de G-CSF con el fin de facilitar el plegamiento de la molécula después de su expresión procariota.
El documento AU-76380/91 describe variantes de G-CSF en las posiciones 50-56 de la forma de 174 aminoácidos del
G-CSF y en las posiciones 53-59 de la forma de 177 aminoácidos. También se describieron los cambios adicionales
en un resto de His en particular.

A partir del siguiente grupo se selecciona una secuencia de aminoácidos que es parte de la secuencia de un factor
estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) humano inmunogénicamente no modificado que tiene una posible
actividad de unión a moléculas MHC de clase II:

Puede usarse cualquiera de las secuencias peptídicas mencionadas anteriormente para su modificación mediante el
intercambio uno o más aminoácidos para obtener una secuencia que tiene una inmunogenicidad reducida o nula.

(Tabla pasa a página siguiente)
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Las sustituciones que llevan a la eliminación de posible epítopes de células T del factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF) humano (TS = tipo salvaje) son:
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Ejemplo 9

KGF

Otra molécula valiosa es el factor de crecimiento de queratinocitos (KGF, por sus siglas en inglés). KGF es un
miembro de la familia de proteínas del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF)/factor de crecimiento de unión
a heparina. Es una glucoproteína secretada que se expresa predominantemente en el pulmón, promoviendo la cica-
trización de la herida estimulando el crecimiento de queratinocitos y otras células epiteliales [Finch y col. (1989),
Science 24: 752-755; Rubin y col. (1989), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86: 802-806]. La forma madura (procesada)
de la glucoproteína comprende 163 restos de aminoácidos y puede aislarse a partir de medios condicionados tras el
cultivo de líneas celulares particulares [Rubin y col. (1989) ibid.], o producida usando técnicas de recombinación [Ron
y col. (1993) J. Biol. Chem. 268: 2984-2988]. La proteína tiene valor terapéutico para la estimulación del crecimiento
de células epiteliales en varias enfermedades significativas y en el contexto de reparación de lesiones. Esta descrip-
ción se aplica específicamente a la proteína KGF humana que tiene la forma madura (procesada) de 163 restos de
aminoácidos.

Otros autores también han proporcionado moléculas de KGF [por ejemplo, los documentos US 6.008.328 y
WO90/08771] incluyendo KGF modificado [Ron y col. (1993) ibid; documento WO9501434]. Sin embargo, en ningu-
na de estas descripciones se reconoce la importancia de los epítopes de células T para las propiedades inmunogénicas
de la proteína ni se han concebido para afectar directamente a dichas propiedades de forma específica y controlada de
acuerdo con el esquema de la presente invención.
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La secuencia de aminoácidos del factor de crecimiento de queratinocitos (KGF) (mostrada en código de una letra)
es la siguiente:

A partir del siguiente grupo se selecciona una secuencia de aminoácidos que es parte de la secuencia de un factor
de crecimiento de queratinocitos (KGF) humano inmunogénicamente no modificado que tiene una posible actividad
de unión a moléculas MHC de clase II:
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Cualquiera de las secuencias peptídicas mencionadas anteriormente puede usarse para su modificación mediante
el intercambio de uno o más aminoácidos para obtener una secuencia que tiene inmunogenicidad reducida o nula. Las
sustituciones que llevan a la eliminación de posible epítopes de células T del factor de crecimiento de queratinocitos
(KGF) humano (TS = tipo salvaje) son:
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Ejemplo 10

TNF-RI soluble

El sTNF-RI (receptor soluble del factor de necrosis tumoral de tipo I) es un derivado del receptor del factor de
necrosis tumoral humano descrito previamente [Gray, P.W. y col. (1990) Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 87: 7380-7384;
Loetschere, H. y col., (1990) Cell 61: 351-359; Schall, T.J. y col. (1990) Cell 61: 361-370], que comprende el dominio
extracelular del receptor intacto y muestra un peso molecular aproximado de 30 kDa. También se muestran inhibidores
solubles de TNF adicionales y, en particular, una forma de 40 KDa [documento US 6.143.866]. Las formas solubles
son capaces de unirse al factor de necrosis tumoral alfa con alta afinidad e inhibir in vitro la actividad citotóxica de la
citocina. Las preparaciones recombinantes de sTNF-RI tienen un valor terapéutico significativo para el tratamiento de
enfermedades en las que un nivel excesivo de factor de necrosis tumoral causa un efecto patogénico. Las indicaciones,
como caquexia, sepsis y enfermedades autoinmunes que incluyen, en particular, artritis reumatoides y otras pueden
ser abordadas mediante estas preparaciones terapéuticas de sTNF-RI. Otros documentos, incluyendo Brewer y col. y
el documento US 6.143.866, han proporcionado moléculas de sTNF-RI modificadas.

Las secuencias peptídicas de una sTNF-RI humana de 30 kDa con posible actividad de unión a moléculas MHC
de clase II humanas son:

Puede usarse cualquiera de las secuencias peptídicas mencionadas anteriormente para su modificación mediante
el intercambio de uno o más aminoácidos para obtener una secuencia que tiene una inmunogenicidad reducida o
nula.

Ejemplo 11

TNF-R2 soluble

El receptor soluble del factor de necrosis tumoral de tipo 2 (sTNF-R2) es una derivado del factor de necrosis
tumoral humano de tipo 2 descrito previamente [Smith, C.A. y col (1990) Science 248: 1019-1023; Kohno, T. y col.
(1990) Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 87: 8331-8335; Beltiger, C.P. y col. (1996) Genomics 35:94-100] que comprende
el dominio extracelular del receptor intacto. Las formas solubles son capaces de unirse al factor de necrosis tumoral
con alta afinidad e inhibir in vitro la actividad citotóxica de la citocina. Las preparaciones recombinantes de sTNF-R2
tienen un valor terapéutico significativo para el tratamiento de enfermedades en las que un nivel excesivo de factor de
necrosis tumoral causa un efecto patogénico. Una preparación recombinante en particular, denominada ethanercept, ha
obtenido la aprobación clínica para el tratamiento de la artritis reumatoide y, este u otros agentes similares pueden ser
válidos para el tratamiento de otras indicaciones como caquexia, sepsis y trastornos autoinmunes. Ethanercept es una
proteína de fusión dimérica que comprende el dominio extracelular de la molécula TNF-R2 humano en combinación
con el dominio Fc de la molécula de IgG1 humana. La molécula dimérica comprende 934 aminoácidos [documentos
US 5.395.760, US 5.605.690, US 5.945.397 y US RE36.755].
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Las secuencias peptídicas del dominio de unión a TNF de la proteína TNF-R2 humana con posible actividad de
unión a MHC de clase II humano son:

Ejemplo 12

β-GCR

La beta-glucocerebrosidasa (b-D-glucosil-N-acilesfingosina glucohidrolasa, E.C. 3.2.1.45) es una glucoproteínas
monomérica de 497 restos de aminoácidos. La enzima cataliza la hidrólisis del glucolípido glucocerebrósido a glu-
cosa y ceramida. La deficiencia en la actividad de la GCR da lugar a una enfermedad por almacenamiento lisosomal
denominada enfermedad de Gaucher. La enfermedad se caracteriza por la acumulación de macrófagos tisulares re-
pletos de glucocerebrósido que se acumulan en el hígado, bazo, médula ósea y otros órganos. La enfermedad tiene
diversos grados de gravedad, desde la enfermedad de tipo 1 con problemas hematológicos pero sin afección neuronal,
a la enfermedad de tipo 2 que se manifiesta de forma prematura después del nacimiento con una amplia afección
neuronal y siempre progresiva y mortal antes de los 2 años de edad. En algunas clasificaciones también se reco-
noce la enfermedad de tipo 3 que también muestra afección neurológica. Anteriormente, el único tratamiento útil
para la enfermedad de Gaucher ha sido la administración de GCR derivado de placenta humana (conocida como al-
glucerasa), pero más recientemente, preparaciones farmacéuticas de GCR recombinante (“ceredasa” y “cerezima”)
han mostrado su eficacia en el tratamiento de la enfermedad de tipo I [Niederau, C. y col. (1998) Eur. J. Med. Res.
3: 25-30].

Las secuencias peptídicas del GCR humano con posible actividad de unión a MHC de clase II humano son:
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Ejemplo 13

Proteína C

La proteína C es una serina proteasa dependiente de vitamina K implicada en la regulación de la coagulación san-
guínea. La proteína se activa a través de la trombina para producir la proteína C activada que, a su vez, degrada (regula
por descenso) los factores Va y VIIIa de la cascada de coagulación. La proteína C se expresa en el hígado como un
precursor de cadena sencilla y experimenta una serie de etapas de procesamiento que dan lugar a una molécula com-
puesta de una cadena ligera y una cadena pesada que se mantienen unidas mediante un puente disulfuro. La proteína
C se activa mediante la escisión de un tetradecapéptido del extremo N-terminal de la cadena pesada por medio de la
trombina. Las preparaciones farmacéuticas de la proteína C en la forma nativa o activada son válidas para el tratamien-
to de pacientes con trastornos vasculares y/o deficiencias adquiridas de proteína C. Entre estos pacientes se incluyen,
por tanto, individuos que padecen ictus trombótico o deficiencia de proteína C asociada con sepsis, procedimientos de
trasplante, embarazo, quemaduras graves, cirugía mayor u otros traumatismos graves. La proteína C también se usa en
el tratamiento de individuos con deficiencia hereditaria de proteína C. Esta descripción se refiere específicamente a la
proteína C humana, siendo la forma madura (procesada) la que comprende una cadena ligera de 155 restos de aminoá-
cidos y una cadena pesada de 262 restos de aminoácidos [Foster, D.C. y col. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 82:
4673-4677; Beckman, R.J. y col. (1985) Nucleic Acids Res. 13: 5233-5247]. Se han proporcionado otras moléculas
de proteína C que incluyen formulaciones de proteína C activada y métodos de uso [documentos US 6.159.468, US
6.156.734, US 6.037.322 y US 5.618.714]. Las secuencias peptídicas de la cadena pesada de la proteína C humana
con posible actividad de unión a MHC de clase II humano son:
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Las secuencias peptídicas de la cadena ligera de la proteína C humana con posible actividad de unión a MHC de
clase II humano son:

Ejemplo 14

Subtilisinas

La subtilisinas son una clase de enzimas proteasas con importancia económica e industrial. Pueden usarse como
componentes de detergentes o cosméticos o en la producción de tejidos y otras industrias y preparaciones para el
consumidor. La exposición de algunos seres humanos en particular a subtilisinas bacterianas puede provocar una
reacción de hipersensibilidad no deseada en dichos individuos. Existe una necesidad de análogos de subtilisina con
propiedades mejoradas y, especialmente, mejoras en las propiedades biológicas de la proteína. A este respecto, es
muy conveniente que se proporcionen subtilisinas con un potencial reducido o nulo para inducir una respuesta inmune
en el ser humano. Las proteínas subtilisinas, como las identificadas a partir de otras fuentes que incluyen fuentes
bacterianas, fúngicas o de vertebrados, como organismos mamíferos y el ser humano, tienen en común muchas de las
secuencias peptídicas de la presente descripción y tienen en común muchas secuencias peptídicas sustancialmente con
la misma secuencia que las que se incluyen en el listado descrito. Igualmente, por tanto, estas secuencias de proteínas
entran dentro del alcance de la presente invención. Se han proporcionado otras moléculas de subtilisina que incluyen
subtilisinas modificadas [documentos US 5.700.676, US 4.914.031, US 5.397.705 y US 5.972.682].
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Las secuencias peptídicas de la subtilisina de B. lentus con posible actividad de unión a de MHC de clase II humano
son:
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Las secuencias peptídicas de la subtilisina de B. amyloliquefaciens con posible actividad de unión a MHC de clase
II humano son:

Las secuencias peptídicas de subtilisina en B. subtilis con posible actividad de unión a MHC de clase II humano
son:

36



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 309 167 T3

Las secuencias peptídicas de subtilisina en B. licheniformis con posible actividad de unión a MHC de clase II
humano son:
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Ejemplo 15

Ligandos de CNTF

La presente invención proporciona formas modificadas de las subunidades proteicas que comprenden un ligando
heterodimérico del complejo receptor del factor neurotrófico ciliar (CNTF) en humanos. El complejo receptor se activa
mediante al menos dos ligandos, que incluyen CNTF y un complejo heterodomérico que comprende la citocina similar
a cardiotrofina (CLC) y el receptor soluble del factor similar a citocina de tipo 1 (CLF) [Elson G.C.A. y col. (2000)
Nature Neuroscience 3: 867-872]. CLC es una proteína de la familia de citocinas de IL-6 y también se conoce como
nueva neurotrofina 1-factor estimulante de células B de tipo 3 [Senaldi, G. y col. (1999) Proc. Nat. Acad. Sci. USA
96: 11458-11463 y documento US 5.741.772]. CLF es homólogo a proteínas de la familia de receptores de citocinas
de tipo I [Elson, G.C.A. y col. (1998) Journal of Immunol. 161: 1371-1379] y también ha sido identificado como
NR6 [Alexander W.S. y col. (1999) Curr. Biol. 9: 605-608]. Se ha demostrado que los heterodímeros formados por
la asociación de CLC y CLF interaccionan directamente con CNTFR y el complejo trimérico formado de este modo
es capaz de estimular acontecimientos de señalización dentro de las células que expresan los demás componentes
reconocidos del complejo CNTFR, como gp130 y LIFR [Elson G.C.A. y col. (2000) ibid].
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Las secuencias peptídicas de la CLC humana con posible actividad de unión a MHC de clase II humano son:

Las secuencias peptídicas del CLF humano con posible actividad de unión a MHC de clase II humano son:
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Ejemplo 16

Hormona folículo estimulante

La presente invención proporciona formas modificadas de la hormona folículo estimulante humana (hFSH) con uno
o más epítopes de células T eliminados. La hFSH es una hormona glucoproteica con estructura dimérica que contiene
dos subunidades glucoproteicas. La proteína se está utilizando terapéuticamente en el tratamiento de la infertilidad
humana y una forma recombinante de la misma ha sido objeto de varios ensayos clínicos [Out, H.J. y col. (1995)
Hum. Reprod. 10: 2534-2540; Hedon, B. y col (1995) Hum. Reprod. 10: 3102-3106; Recombinant Human FSH study
Group (1995) Fertil. Steril. 63:77-86; Prevost, R.R. (1998) Pharmacotherapy 18: 1001-1010].

Las secuencias peptídicas de la hFSH humana con posible actividad de unión a MHC de clase II humano son:
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Ejemplo 16

Ricina A

La presente invención proporciona formas modificadas de la cadena A de la toxina ricina (RTA) con uno o más
epítopes de células T eliminados. La ricina es una citotoxina aislada originalmente de las semillas de la planta del ricino
y es un ejemplo de proteína inactivadora de ribosomas de tipo II (RIP). La proteína madura nativa es un heterodímero
que comprende la RTA de 267 restos aminoácidos unida mediante puentes disulfuros con la cadena B de la ricina de
262 restos de aminoácidos. La cadena B es una lectina con afinidad de unión a galactósidos. La proteína nativa es capaz
de unirse a células a través de la cadena B y de entrar en la célula por endocitosis. Dentro de la célula, la RTA se libera
de la cadena B por reducción del puente disulfuro y es liberada desde el endosoma al citoplasma mediante mecanismos
desconocidos. En el citoplasma, la toxina degrada los ribosomas mediante una acción N-glucosilasa específica que
rápidamente da lugar al cese de la traducción de proteínas y a la muerte celular. La extrema citotoxicidad de la RTA y de
otras RIP ha llevado a su uso en terapias experimentales para el tratamiento del cáncer y de otras enfermedades donde
es necesaria la eliminación de una población celular en particular. Se han producido moléculas de inmunotoxinas que
contienen moléculas de anticuerpo unidas a RTA y se han usado en varios ensayos clínicos [Ghetie, M.A. y col. (1991)
Cancer Res. 51: 5876-5880; Vitetta, E.S. y col. (1991) Cancer Res. 51: 4052-4058; Amlot, P.L. y col. (1993) Blood
82: 2624-2633; Conry, R.M. y col. (1995) J. Immunother. Emphasis Tumor Immunol. 18: 231-241; Schnell, R. y col
(2000) Leukaemia 14: 129-135]. En la inmunotoxina, el dominio del anticuerpo proporciona la unión a la superficie
de la célula diana deseada y la unión con la RTA puede realizarse a través de entrecruzamiento químico o como una
proteína de fusión recombinante.

Las secuencias peptídicas de la cadena A de la toxina ricina con posible actividad de unión a MHC de clase II
humano son:
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Ejemplo 17

Proteína de adipocitos relacionada con complemento

La presente invención proporciona formas modificadas de Acrp30 humana o de ratón con uno o más epítopes de
células T eliminados. Acrp30 es una proteína sérica abundante de aproximadamente 30 kDa de peso molecular que
se expresa exclusivamente en adipocitos [Scherer, P.E. y col. (1995) J. Biol. Chem. 270: 26746-26749]. La secuencia
del gen de la proteína Acrp30 humana se describe, por ejemplo en el documento US 5.869.330. La insulina potencia
la secreción de la proteína y los niveles de la proteína disminuyen en sujetos obesos. La proteína está implicada en la
regulación del balance energético y, en particular, en la regulación del metabolismo de ácidos grasos. En las proteínas
de ratón y humana se han identificado cuatro dominios de secuencia que comprenden una señal de escisión N-terminal,
una región sin homología reconocida con otras proteínas, un dominio similar a colágeno y un dominio globular.
El dominio globular puede eliminarse de la proteína de ratón mediante tratamiento con proteasa para producir la
gAcrp30. Las preparaciones de gAcrp30 murina tienen propiedades farmacéuticas y se ha demostrado que disminuyen
los niveles elevados de ácidos grasos libres en el suero de los ratones tras la administración de comidas ricas en grasa
o inyección i.v. de lípidos [Fruebis, J. y col. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 98: 2005-2010].

Las secuencias peptídicas de la Acrp30 de ratón con posible actividad de unión a MHC de clase II humano son:

Las secuencias peptídicas de la Acrp30 humana con posible actividad de unión a MHC de clase II humano son:
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Ejemplo 18

Anticuerpo anti-C5

La presente invención proporciona formas modificadas de anticuerpos monoclonales con especificidad de unión
dirigida hacia la proteína C5 del complemento humano. La invención proporciona anticuerpos modificados con uno
o más epítopes de células T eliminados. Los anticuerpos con especificidad de unión por la proteína del complemento
C5 bloquean la activación de escisión de la C5 convertasa y inhibe de este modo la producción de los componentes
proinflamatorios C5a y C5b-9. La activación del sistema de complemento es un factor importante que contribuye a
la patogénesis de varias enfermedades agudas, y crónicas e la inhibición de la cascada del complemento a nivel de
C5 es significativamente prometedora como una vía terapéutica para algunas de ellas [Morgan B.P. (1994) Eur. J.
Clin. Invest. 24: 219-228]. Se han descrito en la técnica varios anticuerpos anti-C5 y métodos para su uso terapéutico
[Wurzner R. y col. (1991) Complement Inflamm. 8: 328-340; Thomas, T.C. y col. (1996) Molecular Immunology 33:
1389-14012, documentos US 5.853.722 y US 6.074.64]. El anticuerpo denominado 5G1.1 [Thomas, T.C. y col. (1996)
ibid] y una variante de cadena sencilla humanizada se están sometiendo a ensayos clínicos para varias indicaciones
de enfermedades que incluyen derivación cardiopulmonar [Fitch, J.C.K. y col. (1999) Circulation 100: 2499-2506]
y artritis reumatoide. La invención describe secuencias identificadas en el anticuerpo anti-C5 denominadas 5G1-1
[Thomas, T.C. y col.]. Las secuencias descritas derivan de los dominios de la región variable tanto de las cadenas
pesadas como ligeras de la secuencia del anticuerpo que son posibles epítopes de las células T en virtud de su posible
unión a moléculas MHC de clase II. La descripción además identifica posibles epítopes en la secuencia proteica de
una variante de cadena sencilla y “humanizada” del anticuerpo 5G1.1 [Thomas, T.C. y col. (1996) ibid].

Las secuencias peptídicas de la región variable de la cadena pesada del anticuerpo 5G1.1 con posible actividad de
unión a MHC de clase II humano son:
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Las secuencias peptídicas de la región variable de la cadena ligera del anticuerpo 5G1.1 con posible actividad de
unión a MHC de clase II humano son:

Ejemplo 19

Anticuerpos anti-CD20

La presente invención proporciona formas modificadas de un anticuerpo monoclonal con especificidad de unión
por el antígeno C20 humano. El CD20 es una molécula de superficie específica de células B expresada en células
pre-B y B maduras, incluyendo más del 90% de los linfomas no Hodgkin (LNH) de células B. Los anticuerpos
monoclonales y los radioinmunoconjugados que tiene como objetivo CD20 han surgido como nuevos tratamientos
frente al LNH. Entre los ejemplos significativos se incluyen los anticuerpos monoclonales 2B8 [Reff, M.E. y col.
(1994) Blood 83: 435-445] y B1 [documento US 6.090.365]. Los dominios de la región variable de 2B8 se han clonado
y combinado con los dominios de la región constante humana para obtener un anticuerpo quimérico denominado C2B8
que se comercializa como RituxanTM en EE.UU. [documento US 5.776.456] o MabThera® (rituximab) en Europa.
C2B8 se reconoce como un agente terapéutico valioso para el tratamiento de LNH y otras enfermedades de células B
[Maloney, D.G. y col. (1997) J. Clin. Oncol. 15: 3266-3274; Maloney, D.G. y col. (1997) Blood 90: 2188-2195]. El
anticuerpo B1 ha conseguido un registro similar para el uso como agente terapéutico en LNH aunque, en este caso, la
molécula (BexxarTM) es un radioinmunoconjugado con 131I, aunque el anticuerpo nativo (no conjugado) se utiliza en los
procedimientos de purgado ex vivo para tratamientos con trasplante autólogo de médula ósea en linfomas y leucemias
resistentes [Freedman, A.A. y col. (1990), J. Clin. Oncol. 8: 784]. A pesar de la eficacia de anticuerpos como C2B8
(rituximab) y BexxarTM, existe una necesidad continua de análogos de anti-CD20 con propiedades mejoradas.

Las secuencias peptídicas de la región variable de la cadena pesada del anticuerpo 2B8 con posible actividad de
unión a MHC de clase II humano son:
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Las secuencias peptídicas de la región variable de la cadena ligera del anticuerpo 2B8 con posible actividad de
unión a MHC de clase II humano son:

Ejemplo 20

La presente invención proporciona formas modificadas de un anticuerpo monoclonal con especificidad de unión
al receptor de la IL-2 humana. El anticuerpo monoclonal se diseña como anti-Tac y la forma modificada tiene uno
o más epítopes eliminados. El anticuerpo anti-Tac se une con alta especificidad a la subunidad alfa (p55-alfa, CD25
o Tac) del receptor de alta afinidad de la IL-2 humana expresado en la superficie de linfocitos T y B. La unión del
anticuerpo bloquea la capacidad de IL-2 para unirse al receptor y conseguir la activación de la célula T. La capacidad
del anticuerpo anti-Tac para actuar como un antagonista de IL-2 tiene potencial importancia clínica en el tratamiento
del rechazo del trasplante de órganos. Los estudios clínicos que utilizan el anticuerpo de ratón han mostrado cierto
beneficio inicial para los paciente que se someten a un trasplante de riñón aunque no se ha encontrado beneficio a largo
plazo sobre la inmunodepresión convencional debido al desarrollo de una respuesta HAMA en una alta proporción
de pacientes [Kirkman, R.L. y col. (1991) Transplantation 51: 107-113]. Se ha desarrollado un anticuerpo anti-Tac
“humanizado” en el que los componentes significativos de la proteína se han sometido a ingeniería genética para que
contengan secuencias proteicas identificadas a partir del gen de un anticuerpo humano [Queen, C. y col. (1989) Proc.
Natl. Acad. Sci. (USA) 86: 10029-10033, documentos US 5.530.101; US 5.585.089 y US 6.013.256]. El anticuerpo
anti-Tac “humanizado” (ZenapaxTM o daclizumab) se está utilizado en ensayos clínicos como agente inmunodepresor
para el tratamiento de la enfermedad de injerto contra huésped agudo y supresión del rechazo de trasplante de riñón
[Anasetti, C. y col. (1994) Blood 84: 1320-1327; Anasetti, C. y col. (1995) Blood 86: suplemento 1:62a; Eckhoff, D.E.
y col. (2000) Transplantation 69: 1867-1872; Ekberg, H. y col. (1999) Transplant Proc. 31: 267-268].

Las secuencias peptídicas de la región variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-Tac de ratón con posible
actividad de unión a MHC de clase II humano son:
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Las secuencias peptídicas de la región variable de la cadena ligera del anticuerpo anti-Tac de ratón con posible
actividad de unión a MHC de clase II humano son:

Las secuencias peptídicas de la región variable de la cadena pesada del anticuerpo anti-Tac humanizado con posible
actividad de unión a MHC de clase II humano son:

Las secuencias peptídicas de la región variable de la cadena ligera del anticuerpo anti-Tac humanizado con posible
actividad de unión a MHC de clase II humano son:

Ejemplo 21

Anticuerpo 14.18

Siempre que no se indique lo contrario, todos los aminoácidos de las cadenas variables pesada y ligera se enumeran
según Kabat y col. 1991 (Sequences of Proteins of Immunological Interest, US Department of Health and Human
Services). Los posibles epítopes de células T se numeran con el número de línea del primer aminoácido de un epítope,
contando desde el primer aminoácido de las cadenas pesada y ligera.

1 Comparación con subgrupos de regiones estructurales de ratón

Las secuencias de aminoácidos de las cadenas VH y VK del anticuerpo 14.18 murino se compararon con secuencias
consenso de los subgrupos de cadenas pesadas y ligeras murinas de Kabat (Kabat y col. 1991). VH de 14.18 puede
asignarse al subgrupo II(A) de cadenas pesadas murinas. La secuencia VH de 14.18 se muestra en la SEC Nº 1. La
comparación con la secuencia consenso de este subgrupo muestra que la histidina de la posición 81 (normalmente
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glutamina), la lisina de la posición 82a (normalmente serina o asparragina), la valina de la posición 93 (normalmente
alanina) y la serina de la posición 94 (normalmente arginina) son atípicas para este subgrupo. También se encuentran
con poca frecuencia los restos de las posiciones 19, 40 y 66 en este subgrupo, pero se considera que tienen efectos
menores sobre la capacidad de unión y estructura del anticuerpo. VK de 14.18 puede asignarse al subgrupo II de
cadenas kappa murinas. La comparación con la secuencia consenso para este subgrupo muestra que la histidina de la
posición 49 es atípica en este subgrupo. Este resto es con más frecuencia tirosina.

2 Comparación con regiones estructurales humanas

Las secuencias de aminoácidos de VH y VK del anticuerpo 14.18 murino se compararon con las secuencias de
los directorios de línea germinal humana de secuencias VH (Tomlinson y col., J. Mol. Biol. 1992: 227, 776-798)
y VK (Cox y col. (Eur. J. Immunol. 1994; 1-4: 827-36)) y también con las secuencias de la región J de la línea
germinal humana (Routledge y col. en “Protein Engineering of Antibody Molecules for Prophylactic and Therapeutic
Applications in Man”. Clark M ed. Academic Titles, Nottingham pág. 13-44,1993). La región estructural humana
de referencia seleccionada para la VH de 14.18 era DP25 con JH6 humana. Esta secuencia de la línea germinal se
ha encontrado en un gen de anticuerpo maduro reordenado sin cambios de aminoácidos. En el caso de la región
estructural 3, se usó la secuencia del anticuerpo humano maduro 29. Esta secuencia es idéntica a la secuencia murina
inmediatamente adyacente al CDR3. La región estructural humana de referencia seleccionada para la VK 14.18 fue
DPK22. Esta secuencia de la línea germinal se ha encontrado en un gen de anticuerpo maduro reordenado sin cambios
de aminoácidos. En el caso de la región estructural 2, se usó la secuencia del anticuerpo humano maduro 163.5. Esta
secuencia es idéntica a la secuencia murina inmediatamente adyacente al CDR2. La secuencia de la región J era la
JK2 humana (Routledge y col., 1993).

3 Diseño de las secuencias revestidas

Tras la identificación de las secuencias de la región estructural humana de referencia, se cambiaron determinados
restos de aminoácidos no idénticos dentro de las regiones estructurales VH y VK de 14.18 por el aminoácido corres-
pondiente en la secuencia humana de referencia. Se excluyen de este proceso los restos que se consideran críticos
para la estructura y unión del anticuerpo y no se alteran. Los restos murinos que se mantuvieron en esta etapa eran
restos, en su mayor parte, no superficiales y enterrados, alejados, por ejemplo, de los restos del extremo N-terminal
que están próximos a las CDR del anticuerpo final. Este proceso da lugar a una secuencia que es, en general, similar a
un anticuerpo “revestido” ya que los restos de la superficie son principalmente humanos y los anticuerpos enterrados
son como los de la secuencia murina original.

4 Análisis de reconocimiento de plegamiento de péptidos

Las secuencias de VH y VK de 14.18 murinas y revestidas se analizaron usando el método según la invención.
Las secuencias de aminoácidos se dividen en todos los fragmentos 13mer posibles. Los péptidos 13mer se presentan
secuencialmente a los modelos del surco de unión de los alotipos HLA-DR y se asigna una puntuación de unión a
cada péptido para cada alelo. Se calcula una puntuación conformacional para cada cadena lateral unida al bolsillo del
péptido. Esta puntuación se basa en el solapamiento estérico, posibles puentes de hidrógeno entre péptidos y restos
del surco de unión, interacciones electrostáticas y contactos favorables entre los péptidos y los restos del bolsillo. A
continuación, la conformación de cada cadena lateral se altera y se recalcula la puntuación. Una vez que se ha deter-
minado la puntuación conformacional más alta, se calcula entonces la puntuación de unión en función de los restos
hidrófobos de unión al surco, los restos hidrófilos no pertenecientes al surco y el número de restos que se acomodan
dentro del surco de unión. Los epítopes conocidos que se unen al para NMC de clase II alcanzan una puntuación de
unión significativa prácticamente sin falsos negativos. Por tanto, los péptidos que alcanzan una puntuación de unión
significativa con el análisis actual se consideran posibles epítopes de células T. En la Tabla 1 se muestran los resultados
del análisis de reconocimiento de plegamiento de péptidos para las secuencias murinas y revestidas.

TABLA 1

Posibles epítopes de células T en secuencias murinas y revestidas del anticuerpo 14.18
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5 Eliminación de posibles epítopes de células T

Los posibles epítopes de células T se eliminan realizando sustituciones de aminoácidos en el péptido en particular
que constituye el epítope. Las sustituciones se realizaron insertando aminoácidos de propiedades fisicoquímicas simi-
lares, si es posible. Sin embargo, para eliminar algunos posibles epítopes, puede ser necesario sustituir aminoácidos
de diferente tamaño, carga o hidrofobicidad. Si tienen que hacerse cambios en las regiones CDR que puedan tener
un efecto sobre la unión, es necesario obtener una variante con y sin la sustitución del aminoácido en particular. El
número lineal de los restos aminoácidos para sustitución se da con el número de Kabat entre corchetes. Los posibles
epítopes de células T se denominan según el número lineal del primer resto del segmento 13mer.

Los cambios de aminoácidos necesarios para eliminar epítopes de células T de la región variable de la cadena
pesada de 14.18 revestida eran los siguientes:

1 La sustitución de isoleucina por prolina en la posición 41 (número 41 de Kabat), combinada con la sus-
titución de leucina por alanina en la posición 50 de la CDR2 elimina el posible epítope de la posición
43.

2 Una alternativa a (1), la sustitución de treonina por leucina en la posición 45 (número 45 de Kabat) con
prolina en la posición 41 (número 41 de Kabat) también elimina el posible epítope de la posición 43.

3 La sustitución de serina por glicina en la posición 66 (número 65 de Kabat) en la CDR2 y valina por alanina
en la posición 68 (número 67 de Kabat) elimina el posible epítope en la posición 58. La serina se encuentra
en esta posición en las secuencias de los anticuerpos humanos y de ratón.

4 La sustitución de isoleucina por leucina en el resto 70 (Kabat: 69) reduce de 11 a 4 el número de alotipos
MHC que se une al posible epítope en la posición 62.

5 La sustitución de alanina por valina en la posición 72 (número 71 de Kabat) elimina el posible epítope
de la posición 62. El tamaño del aminoácido en esta posición es crítico y la alanina tiene un tamaño e
hidrofobicidad similares a los de la valina.

6 La sustitución de treonina por serina en la posición 91 (número 87 de Kabat) elimina los posibles epítopes
de las posiciones 81 y 84.

Las sustituciones de aminoácidos necesarias para eliminar los posibles epítopes de células T de la región variable
de la cadena ligera de 14.18 revestida eran las siguientes:

1. La sustitución de serina por arginina en la posición 32 (número 27e de Kabat) elimina el posible epítope de
la posición 27. Este resto está dentro de CDR2, sin embargo, la serina se encuentra a menudo en la posición
tWs de los anticuerpos de ratón y humanos. No se conocen cambios fuera de la región CDR que pueda
eliminar este posible epítope de células T.

2. La sustitución de tirosina por histidina en la posición 54 (número 49 de Kabat) elimina el posible epítope
en la posición 43. La tirosina es el aminoácido que se encuentra con más frecuencia en la posición 49 de
los anticuerpos de ratón y humano.

3. Un cambio alternativo a (2) para eliminar el posible epítope de la posición 43, es la sustitución de metio-
nina por leucina en la posición 51 (número 46 de Kabat). La metionina tiene un tamaño e hidrofobicidad
similares a la leucina.

4. La sustitución de metionina por leucina en la posición 88 (número 83 de Kabat) elimina el posible epítope
de la posición 86.

5. La sustitución de treonina por leucina en la posición 102 (número 96 de Kabat) en CDRH3, cuando se
combina con glutamina por glicina en la posición 105 (número 100 de Kabat) reduce de 11 a 5 el número
de alotipos de MHC que se unen al posible epítope de la posición 97.

6. Un cambio alternativo a (5) para eliminar el posible epítope de la posición 97, es la sustitución de prolina
por leucina en la posición 102 (número 96 de Kabat).

7. La sustitución de valina por leucina en la posición 110 (número 104 de Kabat) elimina el posible epítope
de la posición 100.

6 Diseño de secuencias desinmunizadas

Las secuencias de las cadenas pesadas y ligeras desinmunizadas se diseñaron en relación con los cambios nece-
sarios para eliminar posibles epítopes de células T y considerando los restos de la región estructural que podrían ser
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críticos para la estructura y unión del anticuerpo. Además de las secuencias desinmunizadas basadas en la secuencia
revestida, se diseñó una secuencia adicional para cada VH y VK basada en la secuencia murina denominada versión
del péptido murino obtenido por reconocimiento de plegamiento (MoPT, Mouse peptide threaded). Para esta versión,
se realizaron cambios directamente en la secuencia murina para eliminar los epítopes de células T, pero sólo se rea-
lizan los cambios fuera de las CDR que no se consideren perjudiciales para la unión. En esta versión de la secuencia
desinmunizadas no se han realizado intentos para eliminar los epítopes de la superficie (células B).

La VH primaria desinmunizada incluye las sustituciones 1, 3, 4, 5 y 6 de la Sección 5 anterior y no incluye
posibles epítopes de células T. Se diseñaron cuatro VH desinmunizadas adicionales para probar el efecto de las diversas
sustituciones necesarias para la unión del anticuerpo. La versión 2 es una alternativa a la versión 1 en la que se ha usado
una sustitución alternativa (2 de la Sección 2.5 anterior) para eliminar el mismo posible epítope de células T. En la
Tabla 2 se detallan las alteraciones acumuladas realizadas en la secuencia primaria desinmunizada (14.18DIVH1) y los
posibles epítopes de células T restantes. Se incluye como comparación la versión de reconocimiento de plegamiento
de ratón.

TABLA 2

Cambios de aminoácidos y posibles epítopes en la VH desinmunizada de 14.18

La VK primaria desinmunizada incluye las sustituciones 1, 2, 4, 6 y 7 en la Sección 5 anterior. La VK primaria
desinmunizada no incluye posibles epítopes de células T. Se diseñaron cinco VK desinmunizadas adicionales para
probar el efecto de las diversas sustituciones necesarias para la unión del anticuerpo. La versión 2 es una alternativa
de la versión 1 en la que se ha utilizado una sustitución diferente para eliminar el posible epítope de células T en
las posición 43. La versión 3 incluye la sustitución alternativa (6 en la Sección 2.5 anterior), que reduce de 11 a 5
el número de alotipos que se unen al posible epítope de la posición 97. En la Tabla 3 se detallan las alteraciones
acumuladas realizadas en la secuencia primaria desinmunizada (14.18DIVK1) y los posibles epítopes de células que
se mantienen.

TABLA 3

Cambios de aminoácidos y posibles epítopes en la VK desinmunizada de 14.18
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Secuencias de versiones de epítopes modificados:
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Ejemplo 22

Anticuerpo KS

1 Comparación con regiones estructurales de subgrupos de ratón

Las secuencias de aminoácidos de VH y VK del anticuerpo KS murino se compararon con secuencias consenso de
los subgrupos de cadenas pesadas y ligeras murinas de Kabat (Kabat y col. 1991). La cadena VH del anticuerpo KS
murino no pudo asignarse a ningún subgrupo, pero está más próxima a los subgrupos II(A) y V(A). Se encontraron
restos poco comunes en la posición 2 que normalmente es valina, 46 que normalmente es ácido glutámico y 68 que
normalmente es treonina. Más frecuentemente, el resto 69 es leucina o isoleucina. En la posición 82b, lo más frecuente
es que se encuentre serina. La cadena VK de KS murino puede asignarse al subgrupo VI (Figura 2). Se encontraron
restos poco comunes en las posiciones 46 y 47 que normalmente son ambas leucina. El resto 58 es poco común ya que
normalmente se encuentra leucina o valina en esta posición.

2 Comparación con regiones estructurales humanas

Las secuencias de aminoácidos de VH y VK del anticuerpo KS murino se compararon con las secuencias de los
directorios de línea germinal humana de secuencias VH (Tomlinson y col. 1992) y VK (COX y col. 1994) y también
con las secuencias de la región J de la línea germinal humana (Routledge y col. 1993). La región estructural humana
de referencia seleccionada para la VH de KS era DP10 con JH6 humana. Esta secuencia de la línea germinal se ha
encontrado en un gen de anticuerpo maduro reordenado sin cambios de aminoácidos. La región estructural humana de
referencia seleccionada para VK de KS era B1. En el caso de la región estructural 2, se usó la secuencia del anticuerpo
humano maduro IMEV (en Kabat y col. 1991). Esta secuencia es idéntica a la secuencia murina inmediatamente ad-
yacente a la CDR2. La secuencia de la región J era JK4 humana. Esta secuencia de línea germinal no se ha encontrado
como cadena ligera del anticuerpo reordenado maduro.

3 Diseño de las secuencias revestidas

Tras la identificación de las secuencias de la región estructural de referencia, se cambiaron determinados restos de
aminoácidos no idénticos dentro de las regiones estructurales VH y VK de 425 por el aminoácido correspondiente en la
secuencia humana de referencia. Se excluyeron de este proceso los restos que se consideraron críticos para la estructura
y unión del anticuerpo y no se alteraron. Los restos murinos que se mantuvieron en esta etapa eran restos, en su mayor
parte, no superficiales y enterrados, alejados por ejemplo de los restos del extremo N-terminal que están próximos a las
CDR del anticuerpo final. Este proceso produce una secuencia que es, en general, similar a un anticuerpo “revestido”
ya que los restos de la superficie son en su mayoría humanos y los restos enterrados son como los de la secuencia
murina original.

4 Análisis de reconocimiento de plegamiento de péptidos

Las secuencias de VH y VK murinas y revestidas de KS se analizaron usando el método según la invención.
Las secuencias de aminoácidos se dividen en todos los fragmentos 13mer posibles. Los péptidos 13mer se presentan
secuencialmente a los modelos del surco de unión de los alotipos HLA-DR y se asigna una puntuación de unión a
cada péptido para cada alelo. Se calcula una puntuación conformacional para cada cadena lateral unida al bolsillo del
péptido. Esta puntuación se basa en el solapamiento estérico, posibles puentes de hidrógeno entre péptidos y restos
del surco de unión, interacciones electrostáticas y contactos favorables entre los péptidos y los restos del bolsillo.
A continuación, se altera la conformación de cada cadena lateral y se recalcula la puntuación. Una vez que se ha
determinado la puntuación conformacional más alta, se calcula entonces la puntuación de unión en función de los
restos hidrófobos de unión de surco, los restos hidrófilos no pertenecientes al surco y el número de restos que se
acomodan dentro del surco de unión. Los epítopes conocidos que se unen al NMC de clase II alcanzan una puntuación
de unión significativa prácticamente sin falsos negativos. Por tanto, los péptidos que alcanzan una puntuación de unión
significativa con el análisis actual se consideran posibles epítopes de células T. En la Tabla 1 se muestran los resultados
del análisis de reconocimiento de plegamiento de péptidos para las secuencias murinas y revestidas.
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TABLA 1

Posibles epítopes de células T en secuencias de KS murinas y revestidas

5 Eliminación de posibles epítopes de células T

Los posibles epítopes de células T se eliminan realizando sustituciones de aminoácidos en el péptido en particular
que constituye el epítope. Las sustituciones se realizaron insertando aminoácidos de propiedad fisicoquímicas simila-
res, si es posible. Sin embargo, para eliminar algunos posibles epítopes, puede ser necesario sustituir aminoácidos de
tamaño, carga o hidrofobicidad diferentes. Si tienen que hacerse cambios en las CDR que pudieran afectar a al unión,
entonces es necesario obtener una variante con y sin la sustitución del aminoácido en particular. La numeración de
los restos aminoacídicos para la sustitución se realiza según Kabat. Los posibles epítopes de células T se denominan
según el número lineal del primer resto del segmento 13mer.

Los cambios de aminoácidos necesarios para eliminar epítopes de células T de la región variable de la cadena
pesada de KS revestida eran los siguientes:

1. La sustitución de arginina por lisina en la posición 38 (número 38 de Kabat) elimina el posible epítope de
la posición 30.

2. La sustitución de alanina por leucina en el resto 72 (número 71 de Kabat) e isoleucina por fenilalanina en
la posición 70 (número 69 de Kabat) elimina el posible epítope en el resto 62. Se encuentran una isoleucina
en la posición número 69 de Kabat y alanina en la posición número 71 de Kabat en una secuencia VH de la
línea germinal humana, DP10.

3. La sustitución de leucina por lisina en la posición 79 (número 78 de Kabat) elimina el posible epítope de la
posición 78.

4. La sustitución de treonina por metionina en la posición 91 (número 87 de Kabat) elimina el posible epítope
de la posición número 89.

5. La sustitución de metionina por isoleucina en la posición 100 (número 96 de Kabat) en CDRH3 elimina el
posible epítope del resto 98. No se conoce cambios fuera de CDRH3 que elimine este posible epítope.

Las sustituciones de aminoácidos necesarias para eliminar los posibles epítopes de células T de la región variable
de la cadena ligera de KS revestida eran las siguientes:

1. La sustitución de isoleucina por metionina en el resto 32 (número 33 de Kabat) elimina el posible epítope
del resto número 27. Este resto está dentro de CDR2. En los anticuerpos humanos normalmente se encuentra
isoleucina en esta posición.

2. El posible epítope de la posición 1 se elimina sustituyendo la valina por leucina en este residuo (número 3
de Kabat).

3. La sustitución de serina por alanina en el resto 59 (número 60 de Kabat) elimina el posible epítope de la
posición 51.

6 Diseño de secuencias desinmunizadas

Las secuencias de las cadenas pesada y ligera desinmunizadas se diseñaron en relación con los cambios necesarios
para eliminar posibles epítopes de células T y considerando los restos de la región estructural que podrían ser críticos
para la estructura y unión del anticuerpo. Además de las secuencias desinmunizadas basadas en la secuencia revestida,
se diseñó una secuencia adicional para cada VH y VK basada en la secuencia murina denominada la versión del
péptido murino obtenido por reconocimiento de plegamiento (MoPT). En el caso de esta versión, se realizaron cambios
directamente en la secuencia murina para eliminar los epítopes de células T, pero sólo se realizan los cambios fuera
de las CDR que no se consideren perjudiciales para la unión. En esta versión de la secuencia desinmunizadas no se
han realizado intentos para eliminar los epítopes de superficie (células B). La VH primaria desinmunizada incluye
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las sustituciones 1 a 5 en la Sección 5 anterior y un cambio extra en el resto 43 (número 43 de Kabat). La lisina
que se encuentra en la secuencia murina se sustituyó por la glutamina de la región estructural humana. La lisina está
cargada positivamente y, por tanto es significativamente diferente a la glutamina; esta región puede estar implicada en
los contactos VH/VL. La VH primaria desinmunizada no incluye posibles epítopes de células T. Se diseñaron 4 VH
desinmunizadas adicionales para probar el efecto de las diversas sustituciones necesarias para la unión del anticuerpo.
En la Tabla 2 se detallan las alteraciones acumuladas realizadas en la secuencia primaria desinmunizada (KSDIVHv1)
y los posibles epítopes de células que permanecen.

TABLA 2

Cambios de aminoácidos y posibles epítopes en la VH desinmunizada de KS

La VK primaria desinmunizada incluye la sustituciones 1 a 3 de la Sección 5 anterior. Se diseñaron tres VK
desinmunizadas adicionales para probar el efecto de las diversas sustituciones necesarias para la unión del anticuerpo.
En la Tabla 3 se detallan las alteraciones acumuladas realizada en la secuencia primaria desinmunizada (KSDIVKv1)
y los posibles epítopes de células que permanecen.

TABLA 3

Cambios de aminoácidos y posibles epítopes en la VK desinmunizada de KS

Secuencias de versiones de epítopes modificados:
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REIVINDICACIONES

1. Un método adecuado para identificar uno o más péptidos posibles epítopes de células T dentro de la secuencia
de aminoácidos de una molécula biológica por etapas que incluyen la determinación de la unión de estos péptidos
a moléculas de MHC usando técnicas in vitro o in silico o ensayos biológicos, comprendiendo dicho método las
siguiente etapas:

(a) seleccionar una región del péptido que tenga una secuencia de restos de aminoácidos conocida;

(b) probar secuencialmente segmentos de restos de aminoácidos solapantes de tamaño uniforme predeterminado y
constituidos por al menos tres restos de aminoácidos de la región seleccionada;

(c) calcular la puntuación de unión de la molécula MHC de clase II para cada uno de dichos segmentos probados
mediante la suma de los valores asignados para cada cadena lateral de restos de aminoácidos hidrófobos presente en
dicho segmentos de restos de aminoacídicos probados y

(d) identificar al menos uno de dichos segmentos adecuados para su modificación, en función de la puntuación de
unión calculada a la molécula MHC de clase II de ese segmento, para cambiar la puntuación de unión a MHC de clase
II global del péptido sin reducir sustancialmente la utilidad terapéutico del péptido,

caracterizado porque la etapa (c) se lleva a cabo usando una función de puntuación de Böhm modificada para
incluir el término de repulsión de energía ligando/proteína de van der Vall 12-6 y el término de energía conformacional
del ligando

(1) proporcionando una primera base de datos de modelos de moléculas MHC de clase II;

(2) proporcionando una segunda base de datos de cadenas principales peptídicas permitidas para dichos mode-
los de moléculas MHC de clase II;

(3) seleccionando un modelo a partir de dicha primera base de datos;

(4) seleccionando una cadena principal permitida a partir de dicha segunda base de datos;

(5) identificando cadenas laterales de restos de aminoácidos presentes en cada segmento probado;

(6) determinando el valor de afinidad de unión para todas las cadenas laterales presentes en cada segmento
probado;

(7) repetir los pasos (1) a (5) para cada una de dichos modelos y cadenas principales.

2. El método de la reivindicación 1, en el que el valor asignado a cada cadena lateral aromática es aproximadamente
la mitad del valor asignado a cada cadena lateral alifática hidrófoba.

3. El método de la reivindicación 1 ó 2, en el que el segmento de restos de aminoácidos probado está compuesto
por 13 restos de aminoácidos.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que los segmentos de restos de aminoácidos conse-
cutivos probados se solapan en uno a cinco restos de aminoácidos.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que solapan todos excepto un resto de aminoácido
de los segmentos de restos de aminoácidos consecutivos probados.

6. Un método para preparar una molécula biológica inmunogénicamente modificada derivada de una molécula
parental, en el que la molécula modificada tiene una secuencia de aminoácidos diferente con respecto a dicha molécula
parental y muestra una inmunogenicidad reducida con respecto a la molécula parental cuando se expone al sistema
inmune de una especie determinada; dicho método comprende:

(i) determinar la secuencia de aminoácidos de la molécula biológica parental o parte de ella;

(ii) identificar uno o más posibles epítopes de células T dentro de la secuencia de aminoácidos de la proteína me-
diante cualquier método que incluya la determinación de la unión de los péptidos a moléculas de MHC mediante el uso
de técnicas in vitro o in silico o ensayos biológicos, (iii) diseñar nuevas variantes de secuencia mediante la alteración
de al menos un resto de aminoácido dentro de las secuencias de epítopes de células T originalmente identificadas,
modificándose dichas variantes de modo que se reduzca sustancialmente o se elimine la actividad o el número de las
secuencias de epítopes de células T y/o el número de alotipos de MHC capaces de unirse a péptidos derivados de dicha
molécula biológica como se determina mediante la unión del péptido a las moléculas de MHC usando técnicas in vitro
o in silico o ensayos biológicos, o mediante la unión de los complejos péptido-MHC a las células T, (iv) construir
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dichas variantes de secuencia mediante técnicas de ADN recombinante y probar dichas variantes para identificar una
o más variantes con propiedades deseables y (v), opcionalmente, repetir las etapas (ii) a (iv),

caracterizado porque la identificación de las secuencias de epítopes de células T según la etapa (ii) se consigue
mediante un método como se especifica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. El método de la reivindicación 6, en el que se alteran de 1 a 9 restos de aminoácido de cualquiera de las
secuencias de epítopes de células T originalmente presentes.

8. El método según la reivindicación 7, en el que se altera un resto de aminoácidos de cualquiera de las secuencias
de epítopes de células T originalmente presentes.

9. El método de la reivindicación 6, en el que la alteración de aminoácidos se realiza con respecto a una secuencia
de proteína homóloga.

10. El método de la reivindicación 6, en el que la alteración de aminoácidos se realiza con respecto a técnicas de
modelado in silico.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, en el que la alteración de los restos de aminoáci-
dos supone sustitución, deleción o adición de los restos de aminoácidos originalmente presente por otros restos de
aminoácidos en posiciones específicas.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, en el que adicionalmente se realiza una alteración más
mediante sustitución, adición o deleción de aminoácidos específicos para reestablecer la actividad biológica de dicha
molécula biológica.

13. El método según cualquiera de las reivindicaciones 6 a 12, para preparar un polipéptido, una proteína, una
proteína de fusión, un anticuerpo o un fragmento del mismo con inmunogenicidad reducida.
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