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- 06050457 -00000-0000
R l?':e‘:'igg-dﬁ-ﬁ {8:40:56 Dep. 208 NUECREAGIONES
Tra. 11 PATENTEIYU
Industria y Comercio mya: 378 rAESHE!mW’}C%:-' F olos: 298
SUPERINTENDENCIA Actd1i PR Yy
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
® SOLICITUD DE:
(X Patente de Invencién [C] Patente de Modelo de Utilidad
X cspituio|. ] capitulo i
Nombre; GLYCART BIOTECHNOLOGY IDENTIFICACION
@ AG
SOLICITANTE  |pjgccion: Wagistasse 18, cHess2 | cc. [ wrt [
(7) Schlieren-Zurich, Suiza. ce. I o [
Nacionalidad o Domiclllo: Schlieren-
Zurich, Sulza. Cual
Lugar de Constitucion: Nimero
Teléfono: 3264270 Fax: 8068701
E-mall: Jlicco@lloredacamacho.com
Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
® ) , cc. & nm O
Direcclén: Callo_ 72 No. 583 Piso 5°, C.E. |:| Otro |:|
REPRESENTANTE |Bogota, Colombia
O APODERADO | Telsfono: 3264270  Fax: 8069701 Cual
E-mall: jicco@lloredacamacho.com Nomero 39,690,713 TP 53.215
@ Nombre: UMANA Pablo; BRUNKER Peter; FERRARA Claudia; SUTER Toblas:
PONTENER Ursula y MOSSNER Ekkehard.
INVENTOR(ES)
(72) Direccién: Freistragse 158, CH-8032 Zurich, Burgwiesenstrasse 3c, CH-8336
Hittnau; Hallwylstrasse 27, CH-8004, Zurich; Weite Gasse 13, CH-5400 Baden;
Woeite Gasse 13, CH-5400 Baden y Zeppelinstrasse 13, CH-8280 Kreuziingen.
Naclonalidad o Domicilio: Suiza
@ PCT (88)
Solicitud Intemacional No. _PCT/|B2004/003886 Fecha: _05/11/04
Publicacién Intemacional No._WO 2005/044850 A3 Fecha: _19/05/05

(® Tiulo(54) “MOLECULAS QUE SE ENLAZAN A ANTIGENO CON AFINIDAD DE ENLACE AL

RECEPTOR Fc AUMENTADA Y FUNCION EFECTORA"

@ Clasificaclén Internaclonal (51) _CO7K 16/28 ; Abl Ka9[39s, Poi¥33)00

Prioridad 33) Pals de en (32) Facha (31) Ndmero de Solicitud

sifX ~o [] us 05/11/03 60/517,006

@ Comprobante de Pago No. _06 - 36,218 . Fecha: _150506 .




_( ANEXOS )

E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la soliciud.
D Documento que acredita la existancia y representacién legal cuando el solicitants sea persona juridica.

(] Documento de Representacién Legal.
|:| Documento de cesion del inventor al solicltante o a su causants.
|:| Declaraciones

|:| Copla de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, relvindicaciones)

E Traduccién de |a solicltud intemaclonal al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaclones, listado de
secuencias y dibujos)

D Copia del reports preliminar Intemacional sobre patentabilided.

D Traducclén del reporte preliminar internacional sobre patentabllidad.

D De ser el caso, copla del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales
de las comunidades indigenas.

[] Arte Final 12x12.

D De ser el caso, informacién sobre ofras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relaclonados parcial o totaimente con la invencidn de esta solicitud.

[[] De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

E Otros: Reporte de blsqueda intemacional con su traduccidn, publicaclon con su traduccion, capitulo
reivindicatorio originaimente presentado en Fase Intemacional con su traduccién, opinlén escrita con su
traduccién y anexo explicativo de modificaciones a las reivindicaciones.

@ FIGURA CARACTERISTICA:
4 1
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

Registro de referencia del solicimntc oagente | PARA FUTURAS  ver Notificacién o Transmisin del Reporte de Bdsqueda Internacional
ACCIONES  (Forma PCT/ISA/220) asi como, donde aplique, ¢l ftem 5 o continuacidn.

1975.029PC01 _

Solieiwd memacions] No. Fecha de registro intemacional (dis/mes/sio) Fecha de Prioridad (Primera) (dia/mezdsiio)
PCT/IB2004/003896 05/11/2004 05/11/2003
Saliciante

GLYCART BIOTECHNOLOGY AG

Este Reporte de Blisqueda Internacional ha sido prepardo por esta Autoridad de Bisqueda Intemacional y es transmitido al solicitante
Segiin el Articulo 18. Una copin serd transmitida a Ia Oficina Internacional.

Este de Bsqueda Internacional consts de un total de___S hojas.
También esth acompaiiado de ung copia de cads documentn tienico anterior citado en este reporte.

‘L. Bases del reporte

3 Respecto i lenguaje, 1a blsqueda intemacional sc lievd a cabo segiin 1a solicitud imemacional en ¢l lenguaijc en el cual se presentd,
& menos que 8¢ indique de ofro modo en este em.

D Ia bisqueds internacional se llevd & cabo segin la traduccién de ln solicitud intemecional proporcionads a esm
Autorided (Regla 23.1(b)).

b. E Respecto a una secuencia de deldo nucledtido y/o amine revelado en I solicitud internacional, ver Recuadro No. L

2. D Clertas reivindieaciones no pudieron localizarse (Ver Recuadro IT).

3. [[] rainunided de toveneién (ver Recuadro 1.

4. Respecto al titulo,
El texto s sprobado segiin Jo presenta ol solicitante.
Esta Autoridad ha establecido que el texto se lea ml:

ANTICUERPOS CD20 CON AFINIDAD DE ENLACE AL RECEPTOR FC AUMENTADO Y FUNCION EFECTORA

5 0 &l resumen,
RE El texto es aprobado segin o presenta el solicitente.
Esta Autoridad ha establecido el texto de acuerdo con s Norrs 38.2(b), segrin aparece en ¢l Recuadro I[1. El solicitante puede, un
mes despuds de 1a fecha de haber enviado por corren este reporte de bisqueds internacional, presentar comentarios a esta Avtoridad.
6. Respecto s los dibujos,

0. La figura de los dibojos que se publicani con ¢l resumen es la Figurs No.

[J  como o sugiria  solicitante.
como lo selecciond esta Autorided, porque ¢l solicitants no sugirié una figure.
[[] comoloscleccions estx Autoridad, porque esta figura caracterizn mejor a I invencidn-

b. E Ninguna de lag figurs es pam ser publicada con ¢! resumen.

£—Q&\‘65_ ¢ v S'}ﬁ\{r&%

Forma PCTAISA/210 (Primera hajs) (Enero 2004)



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/IB2004/003896

'

A. CLASIFICACION DE MATERIA
IPC 7 CO7K16/28 ASIK39/395

la Clasiflcacidn de Patentes Internacionat
B. CAMPOS BUSCADOS

I clarificacion nacional y Is CPl

IPC 7 QOTK  A6IK

Documentacion minima buscads (Sistema de clasificacion seguido de simbolos de clasihieacion)

Documentacitn buscada faera de documentacion minima hasta donde dikchos documentos se inchiyan en o8 campos buscados

EPO-Iinterno, Biisqueda de secuencia

Base de datos clectrdnics consultads durnte Ia isqueda intemnacional {(nombee de I base de datos y, donde ses prilctico, buscar tirmimos usados)

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

13 de Febrero de 2003 (2003-02-13)
paragrafos ‘0006! — “0009!, *0081!;
reivindicaciones 1-38; ejemplos 14

i

Catcgoris ® | Cilacitn de documenta, con indicacion, donde sea spropiado, de 1os textos relcvantes Relevante a la refvindicacidn No.
X WO 03/011878 A (GLYCART BIOTECHNOLOGY AG; BAILEY, 1,2
SEAN LM)

Eummnﬂ:dmmmhmﬂmnlhdehnﬁlhc.

B<] 1 o) anexo sc cnumeren miembros de Ia famitia de patentes,

* Categoriay especisies do documemtos citados:

‘A’ doeurnento que define el estudo generl de la tienica ol cual no se
considers de relevancia particular

E documento anterior pero publicedo en o después de 1a fecha de
presentacion intemacional

'L’ documento que puede armojer dudas sobre reivindicaciones de
priorided 0 que s¢ cita para establecer Ia fecha de publicacidn de ot
citacifn u otra mzin especial (ssgiin se especificn)

‘0" docuenento que se reficre a uns revelacién oral, uso, exhibicidn u
otras medios

' documento publicado antes de Ia fechs de presentacidn internacional
ués de Ia fecha de prioridad reivindicada

T documnento posterior publicado después de In fecha de presentacidn
internacional o ficha de prioridad v que no estl en conflicto con 1a
solicitud pero citado para entender ¢l principio o teor(s que sustenta
In invencidn

X' documento de relevancia parlicular; I invencidn reivindicads no
puede considerarse nueva 0 no pueds considerarse que comprende
un paso inventivo cuando el documento se toma solo

Y documento de relevancia particular; 1a invencién reivindicada no
puecde congiderarsa que comprende un paso inventivo cuando el
documento se combina con uno o mis documentos, sicndo dicha
combinacidn cbvia pars una persona experta en Ia téenica

‘&' documento miembro de la misma familia de patentey

Fecha ds I terminacion real de la bisqueda internacional

31 de Mayo de 2005

"~ Fecha de envio por correo del reporiz de bisqueda intemacional
13/06/2005

Nombre y direccion del coneo de ISA
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2230 HV Rijswifk
Tel. No. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax No.  (+31-70) 340-3016

e ————
Van Klompenburg, W

Forma PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2004)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/TB2004/003896 5

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria *

ahﬁhudxmmiﬁiaﬂiMMumuhuﬂlm

Relevante a ls reivindicacidn No.

X

POLYAK MARIA J ET AL: “Alaning-170 y prolina-172 son
determinantes criticos para los epitopes CD20 extracelulares; la
heterogeneidad en Ila especificided fina de los anticuerpos
monoclonales CD20 esta definida por requerimientos impuestos tanto
por la secuencia de aminodcidos como por In estructura cuaternaria™
BLOOD, W.B.SAUNDERS COMPANY, ORLANDO, FL, US,

Vol. 99 No. 9, 1 de Mayo de 2002 (2002-05-01)

piginas 3256-3262, XP002308044

ISSN: 0006-4971

pigina 3259; tabla 2

CRAGG MARK $ ET AL: “Lisis mediada por complementos por anti-
CD20 mAB esti relacionada con la segregacitn dentro de acumulaciones
de lipidos”

BLOOD. 1 de Febrero de 2003,

vol. 101, No. 3,

1 de Febrero de 2003 (2003-02-01),

péginas 1045-1052, XP002329935

ISSN: 0006-4971

pégina 1051, colunma izquierda — columna derecha

DAVIES ] ET AL: “La expresién de GnTIII en una linea de produccidn
celular recombinante anti-CD20 CHO: Expresién de anticuerpos con
glicoformas aherados ocasiona un incremento en ADCC por una mayor
afinidad hacia FC gamma RIII"

BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING — COMBINATORIAL
CHEMESTRY, WILEY, NEW YORK, NY, US,

Vol. 74, No. 4

20 de Agosto de 2001 (2001-08-20),

pilginas 288-294, XP002285964

ISSN: 0006-3592

todo el documento

US 2003/003097 A1 (REFF MITCHELL E ET AL)

2 de Enero de 2003 (2003-01-02)

paragrafo “0051!; reivindicaciones 1, 4

WO 00/67796 A (GENENTECH, INC; IDEC
PHARMACEUTICALS, INC)

16 de Noviembre de 2000 (2000-11-16)
reivindicaciones 1, 3, 10-12

1,2

1,2

1,2

1.2

1,2

Forma PCT/ISA/210 (continuacién de Ia segunda hoje) (Bnero 2004)
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Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/IB2004/003896 6

Casllia No. 1. Nucleotido y/o secuencia (3) aminodcids (Continuacidn del item L.b de la primera hoja)

1. Respecto a cuelquier nucleétido y/o secuencia aminodeida revelada en 1a solicitud internacional y necesaria para la invencidn
reivindicada, la biisqueda internacional se ha establecido sobre I base de:

& tipo de material:

B4 un listado de secuencia
[ tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

B3 en formato escrito
[ en formato legible por computador

¢ tiempo de presentacién/suministro;

B contenido en la solicitud internacional segiin se registrd
BQ registrada junto con la solicitud intemacional en formato legible por computador
] proporcionads subsiguientemente a esta Autorided pars Ia blisqueda.

2 0O Ademiis, en el caso en que mie de una versién o copia de un listado de secuencia y/o tabla relacionada con ello sc haya
registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que le informecién en las copias subsiguientes o adicionales es
idéntica a aquella en Ia solicitud segim se presentd o no va mis alli de la solicitud segim se registrd, scgin lo apropiedo,
fueron suministradas.

3. Comentarios adicionales:

Forma PCT/ISA/210 (Continuacién de la primera hoja (1)) (Enero de 2004)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

Informe sobre miembros de familia de patentes PCT/IB2004/003896 T
Documento de patente Miembro(s) de la familia de Fecha de
citado en el reporte de Fecha de publicacién

basqueda patentes publicacién
WO 03611878 A  13s0242d03. €A ba55365 AT 13622003
N 1555411 A 15-12-2004
EP 1423510 A2 02-06-2004
WO, 03011878 A2 13-02-2003
US 2003175884 Al 16-09-2603
Us 2003003097 Al 02-01-200) CA 2442801 A1 10-10-200Z
EP 1383800 Al 28-01-2004
JP 2005500018 T §6-01-2005
N0 20034396 A 02-12-2003
‘WO ozunzss Al 10~10~2002.
WO 0057795 kK 16-1i-2000 A 717970 B2 04-11-2004"
: Al 4714300 A 21-11-~2000
AU 200520'0452 Al 03-03-2005
BR 0011197 A 19=02-2002'
.CA 2372603 A1 16~11-2000
ch 1378459 A" 06-11-2002
EP 1176981 Al 06-02-2002.
) 4201008 A2 '29-07-3_902
O 2002544174 T 24-12-2002
MY  PADIO11279 A 02-07-2002
N 20015417 A '07-01-2002
Nz 514914 A 24-19-2004
PL 351962 Aj 14-07-200%
) 0067796 Al 16~11-2000
ZA 200108673 A 24-10-2002

“Forma PCT/ISA/210 (anexo familia de patentes) (Enero 2004)
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JN 17 255
From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY
PCT A
Te: NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF [eh ek
STERNE, KESSLER, GOLDSTEIN & FOX THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
P.L.L.C. THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
Attn. Shea Jr., Timothy J. SEARCHING AUTHORITY, OR THE DE! ON .
1100 New York Avenue, N.W. T-M b 9’/65'
Washington, D.C. 20005
UNITED STATES OF AMERICA
(PCT Rule 44.1)
Daw of mailing
(dapimonthyeas) 13 706/2005
APpICEnts or agent’s e rolronce
1915_0299M tL FOR FURTHER ACTION See paragraphs 1 and 4 below
Inemational appleailon NO. inlsmational fling date
PCT/IB2004/003896 (dapimontyedr) o5 /71172004
Applicant

GLYCART BIOTECHMNOLOGY AG

1. m Tha appiicant is hareby notifled that the International search report and the wiiitan opinion of the Intemational Gaarching
Authortly have been esiablished and are tranamitied herewith.

Filing of amendments and stetement under Article 18:
The appiicant is entiied, ¥ ha 80 wishes, to amand the claims of the International Application (saa Pule 48):

Whan? Tha time Imit for filng such amendments |a normally 2 monthe from the date of transmittal of the
inemational Search Raport; howaver, for more detala, e9e the notes on the accompanying sheet.

Where? Directly ib the Intemational Bureau of WIPO, 34 chemin des Colombetiss
1211 Geneva 20, Switzerland, Fascimie No.: (41-22) 740.14.35
For mone detalied instructiohs, 858 the notes on the accompanying sheel

2. D The applicant is hareby notified that no International saarch repont will be astabllshed and that the declamation under
Articie 17(2){a) 10 that effect and the writien opinion of the Intlemational Searching Authority are transmitied herewdth.

3. [] with regard o the protest againet payment of (an) addiional fea(s) under Rule 40.2, the applicant is notified that

D the pioisst together with the dacislon thareon hes been tanemitied 1o the Intemational Bureau together with the
applicant s request 1 forward the taxts of Hoth fhe proest and the decision thareon 1o the designaied Officas.

[] o decision has been made yet on e proteet; the appcant will be notified ns soon an a dacision js made.,

4. Reminders

Shortly afer the expiration of 18 monthe from the priarity date, the intemational application will bs published by the
inlemational Bureati. i the appiicant wishes io avold or posipone publication, a notics of withdrawal of the Insmational

or of the priority claim, must reach the intemational Bureau as provided in Rules 80his.1 and 90bks.3, respectively,
beiore the compietion of the tachnical preparations o7 intemational publication.

The applcant may submit commants on an informal basls on the wittten opinion of the Inteimatdional Searching Authortty to the
Intemational Bureau. The Inernational Bursau will send a copy of such comments 1o all designatad Offices unieas an
inismational preiminary examination report has been or |8 io be astablished. These comments would aleo be made avaliabie 1o
the public but not before the expiration of 30 monthe from the priorty date.

Within 19 monthe from the priority daie, but only n respect of some designated Ofices, & demand for inlemational prelminary
axamination muet be flad if the applicant wishes to postpone the entry Into the national phese untl 30 months from the priority
daip (in some Offices sven laler); otharwise, the appiicant must, within 20 months from the priorily date, perform the prescribed
acts for antry into the national phase before thoss dasignated Offices.

Ime;p:etolomamudomo,hlmelmnolmmmh {or later) will epply aven H no damand Is fled within 18
months.

BT

See the Annex % Form PCTAE/301 and, for detalls about the applicable ime limits, Office by Office, see t
Guide, Vohma |, National Chepriaes and the WIPO Intemat she.

Roa onsg TPt Binl5
Name and mafing address of the Intamational Searching Authartly | Authorized officer le 1 DS h3les
—=a_ European Patent OMce, P.B. 5818 Paientiaan 2 _ &araarﬁlafﬁ)
%-233 I-_’l: Rijowilk . 31651 soo Marild Masserut dycivalianIos (zi3k
Fﬁ;:((-rai-ﬂ;) 340-3016 31851 epan. e ™ -wniten Optr;on l;lﬁ
Form PCTNBA/Z20 {January 2004) ' (See notes on accompanying sheat)

~f
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NOTES TO FORM PCTASA/220

Thess Notes are intended o give the baslo insbruaiions conosming the Sing of amandmants under asticle 18. The
Notse are based on tha requiremants of the Paient Cooperation Trealy, the Fagulafions and the Adminiirative Instruations
under thal Trealy. in asss of decrepansy betweern: these Noles end thoss reqiremenia, the laliar sre applisable. For more
dalalied information, ses also ihe PCT Applicant’s Guids, 8 publiaation of WIPO,

n thees Noles, “Artidle”, "Auis®, and “Seclion” refur lo the provisions of the PCT, thw PCT Regulstions and the PCT
Adminisirative instruclions reapsativaly.

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 18

The applioart has, sfier having recelved the intsmalionsl search repart, one oppartunity io amend the alaims of the
intamalional sppiioation. k should however be smphasized thal, sinos all peris of the inlemational (hddn,
desoriplion ard drawings) be amendad chaing the inlemationsl preliminary sxaminstion there
mmdhﬂomdzhﬂmuﬁrAﬁilwmo.'.h applioant wants the laiter lo be
for the purposss of provisional protection or has ancther reason for amanding the claims befors intemational pbulleation.
Furtharmor, I should be smphasizad that provisionsl protection is avallshia (n some Stales only.

What parts of the intarnational applicslion may be assended?
Under Artisle 19, only the claims may be amended,

During the intemnationsl phase, the daims may seo be amanded (or further amandad) under Asticle 34 bafore
the intemaiionsl Praliminary Examining Authorly. The descripion and drewings may only bs amencisd under
Asticle 34 balors the intemational Examining Authorily.

Upon enbry info the national phase, sll perts of the inlemational sppiisstion may be amended under Artiole 28
or, whare appliosble, Article 41,

Whan? Within 2 months from the date of ranamiitel of the inlemational search report or 168 monihe from the priorlty
date, whichever time kil explres laier. i should be noied, however, that the smendmenis will be coraldered
a8 having been received on time i they are recsived by the Intsrnational Bursau after the expiraiion of the
%rnummmammnmhwm

The amendments be Sad with the international Bureau and not with the reselving Ofios or the
nmdu!d&umﬂnl’ﬂh“a. “

Where a demand for intsmstional preliminary saaminsiion has bean As filed, sas below.

Hew? Either by cancaliing one or more antire elaims, by adding one or mare new elsims or by amending the et of
one or more of the claims as fed.

A replasement shest musat be submiliad lor sach shest of the clalms which, an acoount of an amendment or
smendments, differs from the sheet originally Bed.

Al the cimims sppeasing on a replasament shest must be numbered in Arable numerals. Where a sisim is
sanosiled, no renumbering of the cther olaims i required. In all cases whers dainw sre renumbered, they must
be rerumbared conssculively (Adminisirative instruations, Seation 206(h)).

The amendments must be mads I the language in which the intermational appfiastion s %0 be publishsd.

What doouments mustimay aocompany the smendments?
Lattar (Section 208(hb}):
The amendments must be submitied with s leter.

The letier will not be published with the itemational appliosiion and the amendad daima. &t shoukd not be
confused with the "Biatement under Artioks 10(1)” (see belew, undar *Statemant under Arille 19(1)").

Tha jstter suint be in English or Fransh, at the aholos of the spplieant. Hewever, I the langusage of the
international s he lstter must be In English; ¥ the uage of the iIntermnational appBeation
hﬁ-ﬂ.h*“hah'::;ds e

Nodes to Forrn PCTAGAZ20 (lirst shasl) (January 1894)

BNSDOCID: «XB___IBAREINCENPA_|_»



n
. !
[

NOTES TO FORM PCT/I8A/220 (continued) [O

The latter must indicats the diffsrences belween the sldims aa filed and the clsims as amendad. k must, n
pastoular, mhmmmmwmhmmmmmw
that identioal indiasiions concaming ssveral dizims may be groupad),whether

the alaim ks unchanged;

the elaim b canoslled;

the claim b naw;

the olaim replaces one or more daims as Bed;

the claim is the result of the divigion of a claim as fled.

TEE8?®

mmmmumnmmmumhh
accompanying leiter:

1. m'amm“ﬂdm.d*Mdmﬁmﬂmmlﬂ:
*Clabms 110 29,21, 32, uaﬂhuwwmmmhmm
dlaima 30, 33 and 38 unchanged; new dlaims 40 1o 51 added.”

2 [Wham originally there were 15 claims and afler amendmaent of all alsime thare are 11
"Claima 1 1o 15 replaced by smended dlalms 1 to 11.°

3. [Whare ariginally thare ware 14 clsime end the amendmanis sonsist in sanssling some claime wnd In adding
e clakma):

*Claims 1 b-!-ﬂMMM'Ibﬂon-ld now olaima 15, 18 and 17 added.” or
“Claima 7 to 13 cancelisd; new claime 15, 18 and 17 added; all other claims unchanged *

4 ﬂh.ﬂlhdmm-.mﬂl
1-10 olaima 11 0 13, 1l-d1.n-|nlld;dd|-14.15mdltn|i-lb!-nlnbd
claim 14; alaim 17 Ih-mrlhdddn-w.ﬂ-ﬂﬁ now claims 20 end

“Sislernent tmdar article 15(1)" (Fale 40.4)
The smendmanis may be assompanied by a stsisment sxplaining the amsndments and indicaling sy Impact

that such amendments might have an the deseription and the drawings (which cannot be amended wnwder
Artile 19(1)).

Tha stalement wili be publishad with the intemational apploation and the amended clsima.
& mxial be In the language in which the intamastional sppplication Is to be published.
& must be brief, nol sxoeeding 500 words f in English or ¥ iranelsiad indo English,

R should not be condused with and doss not replace the istter indieating the diferences batwesn the elaime
s lad anvd a8 amanded. it must be fied on a separsie sheel and must be ideniiied as such by & heacding,
prufersbly by using the words "Sistement under Artiale 18(1)."

R may not sonlain any disparaging sommerts on the inlsrnational searsh report or the relevence of sllations
sontainad in that reporl. mummu-mm,wmnhmnium
ropot mey be made only in conneclion with an amendment of that claim.

Consagquences If a demand for iIntermaiional preliminary sxaminstion has siready besn fled

&, st the time of Ning any smendments under Articls 18, a demand for Intemitional prefiminary sxeminslion
hnlhdyhmuhvlhd.hmmm.dhmhdhhm-ihh
intemaiional Bureau, also flis & copy of such amendmaents with the intemational Preliminary Examining
Mulvhuhhll.ﬂ(d.h-h-)

Consesiencs with regard to transiation of the international applicaiien for eniry inta the national phase
The applicant’s sitention ls drawn io the fact that, where entry info the national phese, a iransladion of the
dm--uﬂduﬂm1lmhmhhll|mhhﬂmm0ﬂ;-.wd or
in ackiliion i, the iranslalion of the dlaims ss filed.

For hurther datalls on the requirements of eash designaledieieatad Ofoe, see Volume Il of w POT Applioant's

Nates to Form PCTARA/ZZ0 (second sheel) {January 1954)
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PCT/1B2004/003896 05/11/2004 05/11/2003

Appicant

GLYCART BIOTECHMOLOGY AG

This intarnational Search Report has been prapared by this Intemational Searching Autharity and s tanamitiad to the applicant
according o Article 18. A copy Is being transmiitad to the International Bureau,

This Intemational Bearch Repori conalsts of a total of - sheets.
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b. @ With regard o any nuciecotide and/or amino acid sequence disciossd in the inlemational application, see Box No. |.
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4. With regard 10 the tits,
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FUNCTION
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D my.uﬂﬂinom:l:nh from mﬂumﬂmﬂmﬁtﬂnﬂmd aaam:pon. wunltnmmonutoﬂi:mmy.

8. WIith regard to the drawings,
a. the figure of the drewinga to bo publishad with the abatract is Figure No.
[[] e suggestsd by the appiicant.
[C]  asesiected by iis Authority, because the applicant falled o suggest a figure.
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b. [X] none of the figues Is 1o be publiehed with the abstract.
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X WO 03/011878 A (GLYCART BIOTECHNOLOGY AG; 1,2

BAILEY, SEAN LM)

13 February 2003 (2003-02-13)

paragraphs “‘0006! - ‘0009!, ‘0081!;

claims 1-38; examples 1-4

iy -

m Fisther documants are hsted In the contimustion of box C.

D Putent family members are lsted In annax.

* Special autegories of ciied documents :

A wmwﬂ mrdlll ait which is nol

E e-_l:mmlunﬂﬂndnnurdhrh intarnational

Ly S e e TS,
cﬂbnorollqu&llllm

o %u.mﬂmumoﬂm_. axhiblion or

P
cocument pubiished prior 10 the Iermational filng date but

‘T mier documant publshad

particulsr relevance;
cannol be conaiianed novel or canhot be conskismed o
Ivoive an irveniva atsp whan the documant is ialen alone

Y documneant of paricuier relsvance; the claimed awention
cannct be coneidered to involve an inventive wiap when the
documant Iy combinad with one or mom other such docu—
nthemt e

8" document member of ihe sams paient family

Date of the actual complalion of the inlemalional saarch

Dals of maling of the intamational saarch raport

31 May 2005 13/06/2005
Name and maiing addross of tha [SA Authorizad officer
Eiwopasn Patent Offica, P.B. 5818 Patantiaan 2
NI — 2280 HY Pljawik
o by - 31 051 spo il van Klompenburg, W

Fesm PCTABA/Z10 (meoond shast) (amary 004)

page 1 of 2




INTE/ ‘ATIONAL SEARCH REPORT

"» .amationsl Application No
PCT/1B82004/003896

5

CJ{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Caiagory * | Chation of document, with indication, whare appropriate, of the relsvant passages

X POLYAK MARIA J ET AL: "Alanine-170 and
proline-172 are critical determinants for
extracellular CD20 epitopes; heterogeneity
in the fine specificity of CD20 monoclonal
antibodies 1s defined by additional
requirements imposed by both amino acid
sequence and quaternary structure”
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vol. 99, no. 9, 1 May 2002 (2002-05-01),
pages 3256-3262, XP002308044

ISSN: 0006-4971

page 3259; table 2

X CRAGG MARK S ET AL: "Complement-mediated
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vol. 101, no. 3,
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1045-1052, XP002329935
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BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING -

. ﬁeﬂBﬁgAIORIAL CHEMISTRY, WILEY, NEW YORK,
vol. 74, no. 4,
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288-294, XP002285964
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the whole document
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X WO 00/67796 A (GENENTECH, INC; IDEC
_PHARMACEUTICALS, INC)

16 November 2000 (2000-11-16)

claims 1,3,10-12

1,2

1,2

1,2

1,2

1,2
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucleétido aislado que comprende

a. una secuencia seleccionada del grupo consistente de: SEQ ID
NO.:5,SEQIDNO.:6ySEQIDNO:7;y

b. una secuencia seleccionada del grupo consistente de: SEQ ID
NO:21, SEQ ID NO: 22 y SEQ ID NO: 23; y

c. secuencia ID NO : 24,

2. Un polinucledtido aislado que comprende SEQ ID NO.: 8, SEQ ID
NO.: 9y SEQ ID NO.: 10.

3. Un polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicacién 1 o
reivindicacién 2, que codifica un polipéptido de fusion.

4, Un polinucleétido aislado que comprende SEQ ID No.: 3.

5. Un polinucledtido aislado que comprende SEQ ID No.: 4.

6. Un polinucledtido aisladode acuerdo con la reivindicacién 4 o 5, en
donde dicho polinu¢ledtido aislado codifica un polipéptido de fusién.

7. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 80% de identidad a la SEQ ID NO: 3, en donde dicho palinucleétido
aislado codifica un polipéptido de fusion.

8. Un polinucledtido aisladoque comprende una secuencia que tiene al
menos 80% de identidad a la SEQ ID NO: 4, en donde dicho polinucleétido
aislado codifica un polipéptido de fusion.

9. Un polinucledtido aislado que comprende

a. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID No.:1; y



b. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de una Regiébn Fc de anticuerpo, o un fragmento del, de una
especie diferente a la de ratdn.

10. Un polinucleétido aislado que comprende

a. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID No.: 2; y

b. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de una Regién F¢ de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de

una especie diferente a la de ratdn.

11. Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID No. : 1.

12. Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID No.: 2.

13.  Un polinucleétido aislado que comprende la SEQ ID NO. : 11.
14. Un polinucledtido aislado que comprende la SEQ ID NO.: 12.

15. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 80% de identidad a la SEQ ID NO.: 11 o ala SEQ ID NO.: 12.

16. Un polinucleétido aislado que comprend.e una secuencia que tiene al
menos 85% de identidad a la SEQ ID NO.; 11 o ala SEQ ID NO. : 12.

17.  Un polinuclettido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 90% de identidad a la SEQ ID NO.: 11 o a la SEQ ID NO. : 12.

18. Un polinucledtido aislado que comprede una secuencia que tiene al
menos 95% de identidad a la SEQ ID NO.: 11 oala SEQ ID NO. : 12,

19. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 99% de identidad a la SEQ ID NO.:11 o ala SEQ ID NO.:12.



20. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que codifica
un polipéptido que tiene la SEQ ID NO:13 (cadena pesada aa).

21. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que codifica
un polipéptido que tiene la SEQ ID NO:14 (cadena ligera aa).

22. Un polinucledtido aislado que comprende

a. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la region
V4 del anticuerpo B-Ly1 de murina, o variantes del mismo; y

b. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene Ila
secuencia de una Regién Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de
una especie diferente a la de raton.

23. Un polinucledtido aislado que comprende

a. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la regién
V del anticuerpo B-Ly1 de murina, o variantes del mismo; y

b. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de una Regién Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de
una especie diferente a la de ratdn.

24. Un vector de expresidn que comprende un polinucleétido aislado de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-23.

25. El vector de la rmeivindicacion 24, en donde dicho vector es
policistrénico.

26. Una célula huésped que comprende el vector de expresién de la
reivindicacién 24.

27. Una célula huésped que comprende un polinucledtido aistado de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-23.

Zl



28. Un polipéptido que comprende una secuencia derivada del anticuerpo
B-Ly1 de murina y una secuencia derivada de un polipéptido heter6logo.

29. Una molécula que se enlaza a antigeno que comprende el polipéptido
de la reivindicacion 28.

30. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 29, que se enlaza a CD20 humano.

31. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 29, que es un anticuerpo.

32. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 31, que es un anticuerpo quimérico.

33. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 31, que es un anticuerpo humanizado.

34. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 31, que es un anticuerpo primatizado.

35. Un polipéptido quimérico que comprende la secuencia de la SEQ ID
NO: 1 0 una variante de la misma.

36. Un polipéptido quimérico que comprende la secuencia de la SEQ ID
NO : 2 o una variante de la misma.

37. Un polipéptido quimérico que comprende:

a. un polipéptido que tiene la secuencia seleccionada del grupo
que consiste de: SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16 y SEQ ID NO: 17; y

b. un polipéptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo
que consiste de: SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 27, y

¢. SEQID NO: 28.



38. Un polipéptido quimérico de acuerdo con la reivindicacion 37, que
ademdas comprende un marco de regién variable de cadena pesada, e donde
dicho marco comprende un residuo de alanina en la posicién 71, de acuerdo
a la numeracion Kabat.

39. Un polipéptido quimérico de acuerdo con la reivindicaciéon 37, que
comprende ademés un marco de region variable de cadena pesada, en
donde dicho marco comprende un residuo de arginina en la posiciéon 94, de
acuerdo con la numeracién Kabat.

40. Un polipéptido quimérico que comprende la SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO:19 y SEQ ID NO: 20.

41. Un polipéptido aislado que comprende la SEQ ID NO:13 o una
variante de la misma.

42. Un polipéptido aislado que comprende la SEQ ID NO: 14 o una
variante de la misma.

43. El polipéptido aislado de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 3540, en donde dicho polipéptido es un polipéptido de
fusion.

44. Una molécula que se enlaza a antigeno que comprende el polipéptido
aislado de la reivindicacién 43.

45. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 44, en
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo.

46. El anticuerpo de la reivindicacién 45, en dondo dicho anticuerpo es un
anticuerpo primatizado.

47. El anticuerpo de la reivindicacién 45, en donde dicho anticuerpo es un
anticuerpo humanizado.

48. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicaciéon 44, en
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donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un fragmento de
anticuerpo.

49. El fragmento de anticuerpo de la reivindicacién 48, en donde dicho
fragmento de anticuerpo es primatizado.

50. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 48, en
donde dicho fragmento de anticuerpo es humanizado.

51. Una molécula que se enlaza a antigeno, que es capaz de competir
con el anticuerpo B-Ly1 de murina para enlazarse a CD20, en donde dicha
molécula que se enlaza a antigeno es quimérica,

52. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 51, en
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo.

53. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 52, en
donde dicho anticuerpo es primatizado.

54. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 51, en
donde dicho anticuerpo recombinante es humanizado.

55. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacidon 51, en
donde dicho anticuerpo recombinante comprende una Regién Fc humana.

56. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 55, en
donde dicha Regién Fc humana es la Regién Fc de IgG humana.

57. Una molécula que se enlaza a antigeno de cualquiera de las
reivindicaciones 28-34 o 44-56, dicha molécula que se enlaza a antigeno
tiene una Regién Fc con oligosacaridos modificados.

58. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con Ia
reivindicacién 57, en donde dicha Regién Fc ha sido modificada para tener
residuos de mucosa reducidos comparados con molécula que se enlaza a
antigeno no modificada.
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59. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 57, en donde dicha Regién Fc tiene una proporcién
aumentada de oligosacaridos bisecados.

60. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 59, en donde dichos oligosacdridos modificados con
complejos, bisecados.

61. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicaciéon 57, en donde dichos oligosacéaridos modificados tienen una
proporcion aumentada de oligosacaridos no fucosilados, bisecados en la
Regién Fc de dicha molécula que se enlaza a antigeno.

62. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 61, en donde dichos oligosacéridos no fucosilados, bisecados
80 hibridos.

63. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 61, en donde dichos oligosacéridos no fucosilados, bisecados
son complejos.

64. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con I[a
reivindicacién 57, en donde al menos 20% de los oligosacéridos en la
Regién Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

65. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 30% de los oligosacéridos en la
Regi6én Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

66. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 57, en donde al menos 35% de los oligosacaridos en la
Regioén Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

67. Una molécula que se enlaza a antiger{o de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 70% de los oligosacaridos en la
Regioén Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.
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68. Un método para producir una molécula que se enlaza a antigeno, que
es capaz de cometir con el anticuerpo B-Ly! de murina para enlazarse a
CD20 humano, y en donde dicha molécula de enlace a antigeno es
quimérica; dicho método comprende

a. cultivar la célula huésped de Ila reivindicacion 28 o
reivindicacidn 27 en un medio bajo condiciones que permiten la expresion de
dicho polinucleétido que codifica dicha molécula que se enlaza a antigeno; y

b. recuperar dicha molécula que se enlaza a antigeno del cultivo
resuitante.

69. El método de la reivindicacion 68, en donde dicha molécula que se
enlaza a antigeno es un anticuerpo.

70. Una composicidn famacéutica que comprende la molécula que se
enlaza a antigeno de acuerdo con cuaiquiera de las reivindicaciones 29-34 o
48-67 y un vehfiiculo farmacéuticamente aceptable.

71. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 70, en donde dicha
composicion comprende un vehlculo farmacéuticamente aceptable.

72. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 70, en donde dicha
composition comprende ademas un adyuvante.

73. Un método para tratar un trastomo tratable por la deplecién de célula
B, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de
compasicion famacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 70-72 a un
sujeto humano en necesidad del mismo.

74. Una célula huésped disefiada para expresar al menos un éacido
nucleico que codifica un polipéptidc que tiene actividad p(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa lIl en una cantidad suficiente para modificar los
oligosacéridos en la Region Fc de un polipéptido producido por dicha célula



huésped, en donde dicho polipéptido es una molécula que se enlaza a
antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 44-67.

75. La célula huésped de la reivindicacién 74, en donde dicho polipéptido
que tiene antividad P(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Il es un
polipéptido de fusion.

76. La célula huésped de la reivindicacion 74, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno es un anticuerpo.

77. La célula huésped de la reivindicacién 74, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno es un fragmento de anticuerpo.

78. La célula huésped de la reivindicacion 74, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno comprende una regién equivalente a la Regién Fc
de un IgG humano.

79. La célula huésped de Ia reivindicacion 74, en donde molécula que se
enlaza a antigeno producida por dicha célula huésped exhibe afinidad de
enlace al receptor Fc aumentada como resultado de dicha modificacién.

80. La célula huésped de la reivindicacién 74, en donde molécula que se
enlaza a antigeno producida por dicha célula huésped exhibe funcién
efectora aumentada como resultado de dicha modificacion.

81. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 75, en donde
dicho polipéptido de fusién comprende el dominio catalitico de p(1.4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa lll.

82. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 75, en donde
dicho polipéptido de fusién comprende ademas el dominio de localizacién
Golgi de un polipéptido residente en Golgi heterdlogo.

83. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 82, en donde
docho dominio de localizacion Golgi es el dominio de localizacion de
manosidasa Il.



84. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 82, en donde
dicho dominio de localizacién Golgi es el dominio de localizacién de B(1, 2)-
N-acetilglucosaminiltransferasa |.

85. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 82, en donde
dicho dominio de localizacién Golgi es el dominio de localizacién de B(1, 2)-
N-acetilglucosaminiitransfarasa Ii.

86. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 82, en donde
dicho dominio de localizacién Golgi es el dominio de localizacién de
manosidasa |.

87. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 82, en donde
dicho dominio de localizacién Golgi es el dominio de localizacion de
fucosiltransferasa de nicleo a1-6.

88. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 80, en donde
dicha funcién efectora aumentada es citotoxicidad celular mediada por Fc
aumentada.

89. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 80, en donde
dicha funcién efectora aumentada es enlace aumentado a células NK.

90. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 80, en donde
dicha funcién efectora aumentada es enlace aumentado a macréfagos.

91. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 80, en donde
dicha funcién efectora aumentada es enlace aumentado a células
polimorfonucleares.

92. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 80, en donde
dicha funcion efectora as enlace aumentado a monocitos.

93. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 80, en donde
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dicha funcién efectora aumentada es sefializacion directa aumentada que
induce apéptosis.

94. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 80, en donde
dicha funcién efectora aumentada es maduracién de célula dendritica
aumentada.

95. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 80, en donde
dicha funcion efectora aumentada es copiado de célula T aumentado.

96. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 79, en donde
dicho receptor Fc es el receptor de activaciéon Fey.

97. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 79, en donde
dicho receptor Fc es el receptor FCyRIIIA.

98. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 74, en donde
dicha célula huésped es una célula CHO, una célula BHK, una célula NSO,
una célula SP2/0, una célula de mieloma YO, una célula de mieloma P3X63
de raton, una célula PER, una célula PER. C6 o una célula de hibridoma.

99. La célula huésped de la reivindicacién 74, que comprende ademés al
menos un polinucledtido transfectado que codifica un polipéptido de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 28 y 3541, y en donde dicho &cido
nucleico comprende una secuencia que codifica una regién equivalente a la
Regitn Fc de una inmunoglobulina humana.

100. La célula huésped de la reivindicacion 74, en donde dicho al menos
un écido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad p(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Ill, estd operablemente unido a un elemento
promotor constitutivo.

101. La célula huésped de la reivindicacin 100, en donde dicho
polipéptido que tiene actividad p(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Il es
un polipéptido de fusion.
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102. Un método para producir una molécula que se enlaza a antigeno que
tiene oligosacaridos modificados en una célula huésped, dicho método
comprende:

a. cultivar una célula huésped diseflada para expresar al menos
un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad p(1, 4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa ili bajo condiciones que permiten la producién
de dicha molécula que se enlaza a antigeno, y que permite la modificacién
de los oligosacaridos presentes en la Regidn Fc de dicha molécula que se
enlaza a antigeno; y

b. aisiar dicha molécuia que se enlaza a antigeno, en donde dicha
molécula que se enlaza a antigeno es capaz de competir con el anticuerpo
B-Lyt de murina para enlazarse a CD20, y en donde dicha molécula que se
enlaza a antigeno o fragmento de la misma es quimérica.

103. Un método de acuerdo con [a reivindicacién 102, en donde dichos
oligosacaridos modificados tienen fucosilacién reducida comparados con
oligosacéridos no modificados.

104. Un método de acuerdo con la reivindicacién 102, en donde dichos
oligosacéridos modificados son hibridos.

105. Un método de acuerdo con la reivindicacién 102, en donde dichos
oligosacfiridos modificados con complejos.

106. Un método de acuerdo con la reivindicacion 102, en donde dicho
anticuerpo recombinante o fragmento del mismo producido por dicha célula
huésped tiene una proporcién aumentada de oligosacaridos bisecados, no
fucosilados en la Regién Fc de dicho polipéptido.

107. Un método de acuerdo con la reivindicacién 108, en donde dichos
oligosacéridos bisecados, no fucosilados son hibridos.



108. Un método de acuerdo con la reivindicacién 106, en donde dichos
oligoscaridos bisecados, no fucosilados son complejos.

108. Un método de acuerdo con la reivindicacion 102, en donde al menos
20% de los oligosacaridos en la Regibn Fc de dicho polipéptido son
bisecados, no fucosilados.

110. Un método de acuerdo con la reivindicacidn 102, en donde al menos
30% de los oligosacaridos en la Region Fc de dicho polipéptido son
bisecados, no fucosilados.

111. Un método de acuerdo con la reivindicacién 102, en donde al menos
35% de los oligosacaridos en la Regidbn Fc de dicho polipéptido son
bisecados, no fucosilados.

112. Una molécula que se enlaza a antigeno disefiada para tener funcion
efectora aumentada producida mediante el método de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 102-111.

113. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 112, en
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo.

114. Un anticuerpo diseflado para tener afinidad de enlace al receptor Fc
aumentada, producido mediante ef método de cualquiera de Ias
reivindicaciones 102-111.

115. La molécula que se enlaza a antigeno de la relvindicacién 114, en
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo.

116. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 112, en donde dicha funcién efectora aumentada es
citotoxicidad celular mediada por Fc aumentada.

117. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 112, en donde dicha funcién efectora aumentada es enlace
aumentado a células NK.
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118. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 112, en donde dicha funcidén efectora aumentada es enlace
aumentado a macréfagos.

119. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 112, en donde dicha funcidon efectora es enlace aumentado a
monocitos.

120. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 112, en donde dicha funcién efectora aumentada es enlace
aumentado a células polimorfonucleares.

121. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicaciébn 112, en donde dicha funcion efectora aumentada es
seflalizacion directa aumentada que induce apdptosis.

122. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 112, en donde dicha funcibn efectora aumentada es
maduracion de célula dendritica aumentada.

123. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 112, en donde dicha funcion efectora aumentada es copiado
de célula T aumentado.

124. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 114, en donde dicho receptor es el receptor Fc receptor es el
receptor que activa Fc.

125. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacidn 114, en donde dicho receptor Fc es el receptor FcyRllla.

126. Una molécula que se enlaza a antigeno producida por el médodo de
cualquiera de las reivindicaciones 102 a 111, en donde dicha molécula que
se enlaza a antigeno es un fragmento de anticuerpo que contiene la Region
Fc, y disefiado para tener funcién efectora aumentada.



127. Una molécula que se enlaza a antigeno producida por el método de
cualquiera de las reivindicaciones 102 a 111, en donde dicha molécula que
se enlaza a antigeno es una proteina de fusién que incluye un polipéptido
que tiene la SEQ ID NO:1 y una regién equivalente a la Regién Fc de una
inmunoglobulina y diseflada para tener funcidn efectora aumentada.

128. Una molécula que se enlaza a antigeno producida por el método de
cualquiera de las reivindicaciones 102 a 111, en donde dicha molécula que
8@ enlaza a antigeno es una proteina de fusién que incluye un polipéptido
que tiene una secuencia seleccionada del grupo consistente de SEQ ID No:
30; SEQ ID No: 32; SEQ ID No: 34; SEQ ID No: 36; SEQ ID No: 38; SEQ ID
No: 40; SEQ ID No: 42; SEQ ID No: 44; SEQ ID No: 46, SEQ ID No: 48;
SEQ ID No: 50; SEQ ID No: 52; SEQ ID No: 54; SEQ ID No: 56; SEQ ID No:
58; SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ ID No: 84; SEQ ID No : 86; SEQ ID
No : 68; SEQID No : 70; y SEQ ID No : 72, y una regiéon equivalente a la
Regién Fc de una Inmunoglobulina y disefiada para tener fucién efectora
aumentada.

129. Una molécula que se enlaza a antigeno producida por el método de
cualquiera de las reivindicaciones 102 a 111, en donde dicha molécula que
se enlaza a antigeno es una proteina de fusién que incluye un polipéptido
que tiene la secuencia de SEQ ID NO:3 y una regién equivalenta a la Region
Fc de una inmunoglobulina y diseflada para tener funcidon efectora
aumentada.

130. Una molécula que se enlaza a antigeno producida por el método de
cualquiera de las reivindicaciones 102 a 111, en donde dicha molécula que
se enlaza a antigeno es una proteina de fusibn que incluye un polipéptido
que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 76 y una regiéon equivalente a la
Regién Fc de una inmunoglobulina y disefiada para tener funcién efectora
aumentada.

131. Una composiciébn farmacéutica que comprende la molécula que se
enlaza a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 112 a 130 y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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132. Una composicién farmacéutica que comprende el fragmento de
anticuerpo de la reivindicacion 126 y un vehiculo farmacéuticaments
aceptable.

133. Una composicién famacéutica que comprende la proteina de fusién
de cualquiera de las reivindicaciones 127 a 130 y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

134. Un método para el tratamiento de un trastomo tratable mediante
deplecién de célula B, que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva del antigeno de enlace de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 112 a 130 a un sujeto humano en necesidad del
mismo.

135. Un polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacién 4 o 5 que
comprende ademas una secuencia que codifica una regidn constante de
cadena ligera o pesada de anticuerpo humano.

138. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia con al menos
80% de identidad a la SEQ ID NO: 24, en donde dicho polinucledtido aislado
codifica un polipéptido de fusian.

137. Un célula huésped que coexpresa un polinucledtido aislado de
acuerdo con la reivindicacién 136 y un polinucleétido que comprende una
secuencia que codifica la regidn variable de una cadena ligera de anticuerpo.

138. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 50% de los oligosacaridos en la
Regién Fc son bisecados.

139. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 60% de los oligosacéridos en la

Regién Fc son bisecados.

140. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
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reivindicacion 57, en donde al menos 70% de los oligosacaridos en la
Regién Fc son bisecados.

141. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 80% de los oligosacaridos en la
Regién Fc son bisecados.

142. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 90% de los oligosacéaridos en la
Regién Fc son bisecados.

143. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con Ia
reivindicacién 57, en donde al menos 50% de los oligosacaridos en la
Regién Fc son no fucositados.

144. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 60% de los oligosacéridos en la
Regién Fc son no fucosilados.

145. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 70% de los oligosacaridos en la
Regién Fc son no fucosilados.

146. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 75% de los oligosacaridos en la
Regién F¢ son no fucosilados.

147. Un método de acuerdo con la reivindicaciébn 73, en donde dicho
trastorno es un linfoma de célula B.

148. Un polinucléotidoaislado que comprende una secuencia seleccionada
del grupo que consiste de SEQ ID No : 28; SEQ ID No : 31; SEQ ID No : 33;
SEQ ID No : 35; SEQ ID No : 37; SEQ ID No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID
No : 43; SEQ ID No : 45; SEQ ID No : 47; SEQ ID No : 49; SEQ ID No : 51;
SEQ ID No : 53; SEQ ID No : 55; SEQ ID No : 57; SEQ ID No : 59; SEQ ID
No:61; SEQIDNo:63; SEQID No:65 SEQIDNo:67;, SEQIDNo:69;y
SEQID No: 71,
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149. Un polinuclettido aislado de acuerdo con la reivindicacidon 148, en
donde dicho polinucleétido aislado comprende la SEQ ID NO: 31.

150. Un polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacion 148, en
donde dicho polinucleétido aislado comprende la SEQ |D NO: 55.

151. Un polinuclettido aislado de acuerdo con la reivindicacién 148, en
donde dicho polinucleétido aislado comprende la SEQ ID NO: 59.

152. Un polinucleétido aislado que comprende la SEQ ID No: 75.

153. Un polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicacion 148 o 148,
en donde dicho polinucleétido aislado codifica un polipéptido de fusién.

154. Un polinucledtido aislado que comprende

a) una secuencia que codifica un polipéptido que tiene una
secuencia seleccionada del grupo consistente de SEQ ID NO: 32; SEQ ID
NO: 56; y SEQ ID NO: 60; y

b) una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID NO: 76

155. Un polinuclestido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos B0% de identidad a una secuencia seleccionada del grupo
consistente de la SEQ ID No: 29; SEQ ID No : 31; SEQ ID No : 33; SEQ ID
No : 35; SEQ ID No : 37; SEQ ID No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43;
SEQ ID No : 45; SEQ ID No : 47; SEQ ID No : 49; SEQ ID No : 51; SEQ ID
No : 53; SEQ ID No : 55; SEQ ID No : 57; SEQ ID No : 59; SEQ ID No : 61;
SEQID No:63; SEQ ID No :85: SEQID No:67; SEQID No:69;ySEQID
No : 71, en donde dicho polinucledtido aislado codifica un polipéptido de
fusion.

156. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 80% de identidad a la SEQ ID NO: 75, en donde dicho polinucleétido
aislado codifica un polipéptido de fusién,
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157. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 85% de identidad a una secuencia seleccionada del grupo
consistente de la SEQ ID No : 29; SEQ ID No : 31; SEQ ID No : 33; SEQID
No : 35; SEQ ID No : 37; SEQ ID No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43;
SEQ ID No : 45; SEQ ID No : 47; SEQ ID No : 49; SEQ ID No : 51, SEQ ID
No : §3; SEQ ID No : 55; SEQ ID No : 57; SEQ ID No : 59; SEQ ID No : 61;
SEQ ID No : 63; SEQ ID No : 65, SEQ ID No : 687; SEQID No : 69; y SEQ ID
No:71.

158. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 85% de identidad a la SEQ ID No: 75.

159. Un polinuclestido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 90% de identidad a una secuencia seleccionada del grupo
consistente de la SEQ ID No: 29; SEQ D No : 31; SEQ ID No : 33; SEQ ID
No : 35; SEQ ID No : 37; SEQ ID No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43;
SEQ ID No : 45; SEQ ID No : 47; SEQ ID No : 49; SEQ ID No : 51; SEQ ID
No : 53; SEQ ID No : 55; SEQ ID No : 57; SEQ ID No : §9; SEQ ID No : 61;
SEQID No:63; SEQID No: 65; SEQID No:67; SEQID No:69;y SEQID
No:71.

160. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 90% de identidad a la SEQ ID No: 75.

161. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tlene al
menos 95% de identidad a una secuencia seleccionada del grupo
consistente de la SEQ ID No : 28; SEQ ID No : 31; SEQ ID No : 33; SEQ ID
No: 35; SEQ ID No: 37; SEQ ID No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43;
SEQ ID No : 45; SEQ ID No : 47; SEQ ID No : 48; SEQ ID No : 51; SEQ ID
No : 53; SEQ ID No : §5; SEQ ID No : 57; SEQ |ID No : 59; SEQ ID No : 61;
SEQ ID No : 63; SEQ ID No : 65; SEQ ID No : 67: SEQID No : 69, y SEQ ID
No:71.

162. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 95% de identidad a la SEQ ID No: 75.
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163. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 99% de identidad a una secuencia seleccionada del grupo
consistente de la SEQ ID No : 29; SEQ ID No : 31; SEQ ID No : 33; SEQ ID
No : 35; SEQ ID No : 37; SEQ ID No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43;
SEQ ID No : 45; SEQ ID No : 47; SEQ ID No : 49; SEQ ID No : 51; SEQ ID
No : 53; SEQ ID No : 55; SEQ ID No : 57; SEQ ID No : 59; SEQ ID No : 61;
SEQID No:63; SEQID No : 65; SEQID No: 67; SEQID No : 69; y SEQ ID
No:71.

164. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 99% de identidad a la SEQ ID No: 75.

165. Un polinucledtido aislado que comprende

a) una secuencia que codifica un polipéptidoc que tiene una
secuencia seleccionada del grupo consistente de la SEQ ID No : 30; SEQ ID
No : 32; SEQ ID No : 34; SEQ ID No : 36; SEQ ID No : 38; SEQ ID No : 40;
SEQ ID No : 42; SEQ ID No : 44; SEQ ID No : 46; SEQ ID No : 48; SEQ ID
No : 50; SEQ ID No : 52; SEQ ID No : 54; SEQ ID No : 56; SEQ ID No : 58;
SEQ ID No: 60; SEQ ID No : 62; SEQID No : 64; SEQ ID No : 68; SEQID
No:68; SEQIDNo:70; ySEQIDNo:72;y

b) una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la secuencia
de una Regidén Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de una
especie diferente a la de raton.

166. Un polinucleétido aislado que comprende

a) una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de la SEQ ID No: 76; y

b} una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de una Regién Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de

una especie diferente a la de ratdn.

167. Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que tiene una
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gecuencia seleccionada del grupo consistente de la SEQ ID No : 30; SEQ ID
No : 32; SEQ ID No : 34; SEQ ID No : 36; SEQ ID No : 38; SEQ ID No : 40;
SEQ ID No : 42; SEQ ID No : 44; SEQ ID No : 46; SEQ ID No : 48; SEQ ID
No : 50; SEQ ID No : 52; SEQ ID No : 54; SEQ ID No : 58; SEQ ID No : 58;
SEQ ID No : 60; SEQ ID No : 62; SEQ ID No : 84; SEQ ID No : 66; SEQ ID
No:68; SEQIDNo:70;ySEQID No:72.

168. Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID No: 76.

169. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que codifica
un polipéptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo consistente
de la SEQ ID No : 30; SEQ ID No : 32; SEQ ID No : 34; SEQ ID No : 36;
SEQID No : 38; SEQ ID No : 40, SEQ ID No : 42; SEQ ID No : 44; SEQ ID
No : 46; SEQ ID No : 48; SEQ ID No : 50; SEQ ID No : 52; SEQ ID No : 54;
SEQ ID No : 56; SEQ ID No : 58; SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ ID
No: 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID No : 68; SEQ ID No: 70; y SEQ ID No: 72.

170. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que codifica
un polipéptido que tiene la SEQ ID NO : 76.

171. Un vector de expresidn que comprende un polinucledtido aislado de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 148-170.

172. El vector de la reivindicacibn 171, en donde dicho vector es
policistrénico.

173. Una célula huésped que comprende el vector de expresién de la
reivindicacién 171.

174. Una célula huésped que comprende un polinucledtido aislado de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 148-170.

175. Un polipéptido humanizado que comprende una secuencia
seleccionada del grupo consistente de la SEQ ID No : 30; SEQ ID No : 32;
SEQ ID No : 34; SEQ ID No : 36; SEQ ID No : 38; SEQ ID No : 40; SEQ ID
No : 42; SEQ ID No : 44; SEQ ID No : 46; SEQ ID No : 48; SEQ ID No : 50;
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SEQ ID No : 52; SEQ ID No : 54; SEQ ID No : 56; SEQ ID No : 58; SEQ ID
No :60; SEQID No: 62; SEQID No : 64; SEQ ID NO : 66; SEQ ID No : 68;
SEQID No : 70; y SEQ ID No : 72, o una variante de la misma.

176. Un polipéptido humanizado que comprende la secuencia de SEQ ID
NO : 76, o una variante de la misma.

177. Un polipéptido aislado que comprende una secuencia seleccionada
del grupo consistente de la SEQ ID No : 30; SEQ ID No : 32; SEQ ID No :
34; SEQ ID No : 36; SEQ ID No : 38; SEQ ID No : 40; SEQ ID No : 42; SEQ
ID No : 44; SEQ ID No : 46; SEQ ID No : 48; SEQ ID No : 50; SEQ ID No :
52; SEQ ID No : 54; SEQ ID No : 58; SEQ ID No : 58; SEQ ID No : 60; SEQ
ID No : 62; SEQ ID No : 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID No : 68; SEQ ID No :
70; y SEQ ID No : 72, o una variante de la misma.

178. Un polipéptido aislado que comprende la SEQ ID NO : 76, o una
variante de la misma.

179. El polipéptido aislado de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 177-178, en donde dicho polipéptido es un polipéptido de
fusion.

180. Una molécula que se enlaza a antigeno que comprende el polipéptido
aislado de la reivindicacién 179.

181. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 180, en
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo.

182. El anticuerpo de la reivindicacién 181, en donde dicho anticuerpo as
un anticuerpo humanizado.

183. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 180, en
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un fragmento de
anticuerpo.

184. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 183, en
donde dicho fragmento de anticuerpo es humanizado.
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185. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 180, en
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo
recombinante.

186. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 185, en
donde dicho anticuerpo recombinante es humanizado.

187. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 180, en
donde dicho anticuerpo recombinante comprende una Regién Fc humana.

188. La molécula que se enlaza a antigeno of reivindicaciéon 187, en donde
dicha Regién Fc humana es una Regién Fc de IgG humano.

189. Una molécula que se enlaza a antigeno de cualquiera de las
relvindicaciones 180-188, dicha molécula que se enlaza a antigeno tiene una
Regién Fc con oligosacéridos modificados.

190. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 189, en donde dicha Regién Fc ha sido modificada para tener
residuos de mucosa reducidos comparados con molécula que se enlaza a
antigeno no modificada.

191. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 189, en donde dicha Regién Fc tiene una proporcion
aumentada de oligosacéaridos bisecados.

192. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 189, en donde dichos oligosacéridos modificados son
bisecados complejos.

193. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 189, en donde dichos oligosacaridos modificados tienen una
proporcién aumentada de oligosacaridos bisacados no fucosilados en la
Regién Fc de dicha molécula que se enlaza a antigeno.

194. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
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reivindicacién 193, en donde dichos oligosacéridos bisecados, no
fucosilados son hibridos.

195. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 193, en donde dichos oligosacéridos bisecados, no
fucosilados son complejos.

196. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 189, en donde al menos 20% de los oligosacéaridos en la
Regién Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

197. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con Ila
reivindicacion 189, en donde al menos 30% de los oligosacaridos en la
Regién Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

198. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 189, en donde al menos 35% de los oligosacéaridos en la
Regioén Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

199. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 189, en donde al menos 70% de los oligosacéridos en la
Regién Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

200. Un método para producer una molécula que se enlaza a antigeno,
que es capaz de competir con el anticuerpo B-Ly1 de murina para enlazarse
a CD20 humano, y en donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es
quimérica; dicho método comprende

a) cultivar la célula huésped de la reivindicacibn 173 o
reivindicacion 174 en un medio bajo condiciones que permiten la expresion
de dicho polinucleétido que codifica dicha molécula que se enlaza a
antigeno; y

b) recuperar dicha molécula que se enlaza a antigeno.

201. El método de la reivindicacion 200, en donde dicha molécula que se
enlaza a antigeno es un anticuerpo.
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202. El método de la reivindicacién 200, en donde dicha molécula que se
enlaza a antigeno quimérica es humanizada.

203. Una composicién farmacéutica que comprende la molécula que se
enlaza a antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 189-
199 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

204. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 203, en donde dicha
composicion comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

205. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 203, en donde dicha
composicién comprende ademas un adyuvante.

206. Un método para tratar un trastorno tratable mediante deplecién de
célula B, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva
de la composicién farmacéutica de cualquiera de las relvindicaciones 203-
205 a un sujeto humano en necesidad del mismo.

207. Una célula huésped disefada para expresar al menos un #&cido
nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad p(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferass Ill en una cantidad suficiente para modificar los
oligosacaridos en la Region Fc de un polipéptido producido por dicha célula
huésped, en donde dicho polipéptido es una molécula que se enlaza a
antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 180-197.

208. La célula huésped de la reivindicacién 207, en donde dicho
polipéptido que tiene actividad Bp(1.4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Ill es
un polipéptido de fusién.

209. La célula huésped de la reivindicacién 207, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno es un anticuerpo.

210. La célula hudsped de la reivindicacion 207, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno es un fragmento de anticuerpo.
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211. La célula huésped de la reivindicacién 207, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno comprende una regién equivalente a la Region Fc
de un IgG humano.

212. La célula huésped de la reivindicacién 207, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno producida por dicha célula huésped exhibe
afinidad de enlace al receptor Fc aumentada como resultado de dicha
modificacion.

213. La célula huésped de la reivindicacién 207, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno producida por dicha célula huésped exhibe funcién
efectora aumentada como resultado de dicha modificacién.

214. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 208, en donde
dicho polipéptido de fusidbn comprende el dominio catalitico de p(1,4)-N-
acstilglucosaminiltransferase Il

215. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 208, en donde
dicho polipéptido de fusidn comprende ademés el dominio de localizacion
Golgi de un polipéptido residente en Golgi heterdlogo.

216. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 215, en donde
dicho dominio de localizacién Golgi es el dominio de localizacién de
manosidasa Ii.

217. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 215, en donde
dicho dominio de localizacién Golgi es el dominio de localizacion de p(1.2)-
N-acetilglucosaminiltransferasa .

218. Una célula huésped de acuerdo con la relvindicacion 215, en donde
dicho dominio de localizacién Golgi es el dominio de localizacién de p(1,2)-
N-acstilglucosaminiltransferasa .

219. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicaciéon 215, en donde
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dicho dominio de localizacion Golgi es el dominio de localizacién de
manosidasa |.

220. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 215, en donde
dicho dominlo de localizacibn Golgi es el dominio de localizacion de
fucosiltransferasa de nucleo a1-8.

221. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 213, en donde
dicha funcién efectora aumentada es citotoxicidad celular mediada por F¢
aumentada.

222. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 213, en donde
en donde dicha funclén efectora aumentada es enlace aumentado a células
NK.

223. Una céliula huésped de acuerdo con la reivindicacién 213, en donde
dicha funcion efectora aumentada es enlace aumentado a macréfagos.

224. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 213, en donde
dicha funcién efectora aumentada es enlace aumentado a células
polimorfonucleares.

225. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 213, en donde
dicha funcién efectora es enlace aumentado a monocitos

226. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 213, en donde
dicha funcién efectora aumentada es sefializacion directa aumentada que
induce apéptosis.

227. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 213, en donde
dicha funcidn efectorma aumentada es maduracidon de célula dendritica
aumentada.

228. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 213, en donde
dicha funcién efectora aumentada es copiado de célula T aumentado.
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229. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 212, en donde
dicho receptor Fc es el receptor que activa Fcy.

230. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 212, en donde
dicho receptor Fc es recepior FcyRIIIA.

231. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 207, en donde
dicha célula huésped es una célula CHO, una célula BHK, una célula NSO,
una célula SP2/0, una célula de mieloma YO, una célula de mieloma P3X63
de ratdn, una célula PER, una célula PER.C6 o una célula de hibridoma.

232. La célula huésped de la reivindicacidon 207, que comprende ademas al
menos un polinucledtido transfectado que codifica un polipéptido de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 28 y 35-41, y en donde dicho acido
nucleico comprende una secuencia que codifica una regién equivalente a la
Regién Fc de una inmunoglobulina humana.

233. La célula huésped de la reivindicacién 207, en donde dicho al menos
un écido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad p(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Ill, estd operablemente unido a un elemento
promotor constitutivo.

234, La célula huésped de la relvindicacion 233, en donde dicho
polipéptido que tiene actividad p(1,4)-N-acsfilglucosaminiltransferasa il es
un polipéptido de fusion.

235. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 189, en donde al menos 50% de los oligosacaridos en la
Regioén Fc son bisecados.

236. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 189, en donde al menos 60% de los oligosacéridos en la

Regién Fc son bisecados.

237. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
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reivindicacion 189, en donde al menos 70% de los oligosacaridos en la
Regién Fc son bisecados.

238. An Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 189, en donde al menos 80% de los oligosacaridos en la
Regién Fc son bisecados.

239. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 189, en donde al menos 90% de los oligosacéridos en la
Regién Fc son bisecados.

240. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 189, en donde al menos 50% de los oligosacéridos en la
Regién Fc son no fucosilados.

241. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 189, en donde al menos 60% de los oligosacaridos en la
Regién Fc son no fucosilados.

242. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 189, en donde al menos 70% de los oligosacaridos en la
Regidn Fc son no fucosilados.

243. Una molécula que se eonlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 189, en donde al menos 75% de los oligosacaridos en la
Regién Fc son no fucosilados.

244. Un método de acuerdo con la reivindicacion 206, en donde dicho
trastrono es un linfoma de célula B.

245. Un polinucledtido aislado que comprende al menos una region
determinante de complementariedad del anticuerpo B-Ly1 de murina, o una
forma variante o truncada del mismo, que contiene al menos los residuos
determinantes de especificidad para dicha region tederminante de
complementariedad, en donde dicho polinuciétido aislado codifica un
polipéptido de fusion.
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246. Un polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacion 245, en
donde dicha regién determinante de complementariedad se selecciona del
grupo consistente de: [LISTA TOTAL DE LAS SECUENCIAS DE CDR DE B-

Ly1].

247. Un polinuclettido aislado de acuerdo con la reivindicacidn 245, en
donde dicho polinucledtido aislado codifica una molécula que se enlaza a
antigeno.

248. Un polinucledtido aislado que comprende al menos tres regiones
determinantes de complementariedad del anticuerpo B-Ly1 de murina, o
formas variantes o truncadas del mismo que contlenen al menos los residuos
determinantes de especificidad para cada una de dichas tres regiones
determinantes de complementariedad, en donde dicho polinucleétido aislado
codifica un polipéptido de fusidn.

249. Un polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicacidon 248, en
donde dichas regiones determinantes de complementariedad comprenden al
menos una secuencia seleccionada del grupo consistente de: SEQ ID NO :
5, SEQ ID NO : 6 y SEQ ID NO : 7; y al menos una secuencia seleccionada
del grupo conalstente de: SEQ ID NO : 21, SEQID NO : 22, y SEQ ID NO :
23; y la SEQ ID NO : 24, o formas variantes o truncadas de dichas
secuencias que contienen al menos los residuos determinantes de
especificidad para cada una de dichas regiones determinantes de
complementariedad.

250. Un polipéptido aislado codificado por los polinucledtidos aislados de
cualquiera de las reivindicaciones 245-248.

251. Una molécula que se enlaza a antigeno que comprende al menos una
region determinante de complementariedad del anticuerpo B-Ly1 de murina,
o una forma variante o truncada del mismo, que contlene al menos los
residuos determinantes de complementariedad para dicha region
determinante de complementariedad, y que comprende ademas una
secuencia derivada de un polipéptido heterdlogo.

252. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
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reivindicacion 251, en donde dicha molécula que se enlaza a antigeno
comprende al menos tres regiones determinantes de complementariedad del
anticuerpo B-Ly1 de murina, o formas variantes o truncadas del mismo, que
contienen al menos los residuos determinantes de especificidad para cada
una de dichas regiones determinantes de complementariedad.

253. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 252, en donde dicha molécula que se enlaza a antigeno
comprende la region variable de una cadena ligera o pesada de anticuerpo.

254. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 252, en donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un
anticuerpo quimérico o humanizado.

255. Un anticuerpo anti-CD20 Tipo |l disefiado que tienen ADCC
aumentada como resultado de tal disefio sin pérdida sustancial de habilidad
para inducir apéptosis de células objetivo.

256. Un anticuerpo anti-CD20 Tipo Il disefiado de acuerdo con la
reivindicacién 255, en donde dicho anticuerpo ha sido disefiado para tener
un patron alterado de glicosilacién en la Region Fc.

257. Un anticuerpc anti-CD20 Tipo Il disefiado de acuerdo con |la
reivindicaciéon 258, en donde dicha glicosilacion alterada es un aumento en
la cantidad de oligosacaridos bisecados complejos.

258. Un anticuerpo anti-CD20 Tipo |l diseflado de acuerdo con la
reivindicacién 256, en donde dicha glicosilacién alterada es una disminucién
en la cantidad de residuos de fucosa.

258. Un anticuerpo anti-CD20 Tipo |l disefiado de acuerdo con la
reivindicacién 255, en donde dicho anticuerpo ha sido disefiado para tener
una secuencia de amino acido alterada en la Regién Fc.
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. An isolated polynucleotide comprising

a. asequence selected from the group consisting of: SEQ IDNO.:5, SEQ
ID NO.: 6 and SEQ ID NO:7; and

b. a sequence selected from the group consisting of:SEQ ID NO: 21,
SEQ ID NO: 22 and SEQ ID NO:23; and

c. sequence ID NO:24.

2. Anisolated polynucleotide comprising SEQ ID NO.:8, SEQ ID NO.: 9
and SEQ ID NO.:10.

3 An jsolated polynucleotide accordi.ng to claim 1 or claim 2, which
encodes a fusion polypeptide.

A. An isolated polynucleotide comprising SEQ ID Nv.:3.
5. An jsolated polynucleotide comprising SEQ ID No.:4. -

6. An isolated polynucleotide according to claim 4 or 5, wherein said
isolated polynucleotide encodes a fusion polypeptide.

7. An isolated polynucleotide comprising o sequence having at least 80% -
identity to SEQ ID NO:3, wherein said isolated polynucleotide encodes a fusion
polypeptide.

8. . An isolated polynucleotide comprising a sequence having at least 80%"
identity to SEQ ID NQ:4, wherein said isolated polynucleotide encodes a fusion
_polypeptide.



WO 2005/044859 ) PCT/IB2004/003896

-95-

9, An isolated polynucleotide comprising

a. a gsequence encoding a polypeptic_ie having the sequence of SEQ ID
-No.:1; and

b. a sequence ericoding a polypeptide having the sequence df an antibody
Fc region, or a fragment thereof, from a species other than mouse.

10.  An isolated polynucleotide comprising

a. a sequence encoding a polypeptide having the sequence of SEQ.ID
No.:2; and

b. a sequence encoding a polypeptide having the sequence of an antlbody
Fc region, or a fragment thereof, from a species other than mouse.

11.  Anisolated polynucleotide encoding a polypeptide having the sequence of
SEQ ID No.:1.

12.  Anisolated polynucleotide encoding a polypeptide having the sequence of
SEQID No.:2.

13.  Anisolated polynucleotide comprising SEQ ID NO.: 11.
14.  Anisolated polynucleotide comprising SEQ ID NO.: 12.

15.  An isolated polynucleotide comprising a sequence having at least 80%
identity to SEQ ID NO.:11 or to SEQ ID NO.:12.

16.  Anisolated polynucleotide comprising a sequence having at least 85%
identity to SEQ ID NO.:11 or to SEQ ID NO.:12.

*17.  An'isolated polynucleotide comprising a sequence having at léast 90%
identity to SEQ TD NO.:11 or o SEQ ID NO.:12.
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18.  Anisolated polynucleotide comprising a sequence having at least 95%
identity to SEQ ID NO.:11 or to SEQ ID NO.:12.

19.  An isolated polynucleotide comprising a sequence having at least 99%
identity to SEQ ID NO.:11 or to SEQ ID NO.:12.

20. An isolated polynucleotide comprising s sequence that ;mcodes 8
polypeptide having SEQ ID NQ:13 (heavy chain aa).

21l.  An isolated polynucleotide comprising a sequence that encodes a
polypeptide having SEQ ID NO:14 (light chain aa).

22.  Anisolated polynucleotide comprising .

a. a sequence encoding a polypeptide having the Vy region of the murine
B-Lyl antibody, or variants thereof; and ’

b. asequence encoding a polypeplide having the sequence of an antiboady
Fc region, or a fragment thereof, from a species other than mouse.

23. ' Anisolated polynucleotide comprising

a. a sequence encoding a polypeptide having the V. region of the murine
B-Ly1 antibody, or variants thereof; and )

b. a sequence encoding a polypeptidé having the sequence of an antibody
Fc region, or a fragment thereof, from a species other than mouese.

24.  Anexpression vector comprising an isolated polynucleotide according to
any one of claims 1-23.

25.  The vector of claim 24, wherein said vector is polycistronic.

26. A host cell compriring the exprossion vector of claim 24.
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27.  Ahostcell ¢comprising an isolated polynucleotide according to any one of
claims 1-23, .

28. A polypeptide comprising a sequence dorived from the murine B-Lyl
antibody and & sequence derived from a heterologous polypeptide.

29.  An antigen-binding molecule comprising the polypeptide of claim 28.

30. Anantigen-binding molecule according t¢ claim 29, which hindg human
CD20.

31.  Anantigen-binding molecule according to claim 29, which is an antibody.

32.  Anantigen-binding molecule according to claim 31, which is a chimeric
antibody.

33. An antigen-binding molecule according 1o claim 31, which is a
humanized antibody.

34.  Anantigen-binding molecule according to claim 31, which is a primatized
entibody.

35. A chimeric polypeptide compriging the sequence of SEQ TD NO:1 or u
variant thereof.

36. A chimeric polypeptide comprising the sequence of SEQ ID NO:2 ora
variant thereof.

37. A chimeric polypeptide comprising: .
u. o polypeplide having u sequence selecled from the group consisting
of: SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16 and SEQ ID NO: 17; and
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b. apolypeptide having a sequence selected from the group consisting
of: SEQ ID NO:25, SEQ ID NO:26 and SEQ ID NO: 27; and

¢. SEQ ID NO:28.
38. A chimeric polypeptide according to claim 37, further comprising a heavy

chain variable region framework, wherein said framework comprises an alanine
residue at position 71, according to Kabat numbering.

39. A chimeric polypeptide according to claim 37, further comprising-a heavy
chain vuriable region fiamework, wherein said framework comprises an arginine

residue at position 94, according to Kabat numbering.

40. A chimeric polypeptide comprising SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19 and
SEQ ID NO: 20.

4]1.  Anisolated polypeptide comprising S"'BQ- ID NO:13 or a variant thereof,
42,  Anisolated polypeptide comprising SEQ [D NO:14 or a variant therof.

43,  Thsisolated polypeptide according to any of claims 35-40; wherein said
polypeptide is a fusion polypeptide.

44.  An antigen binding molecule comprising the isolated polypeptide of
claim 43. - ' '

45.  The antigen binding molecule of claim 44, wherein said antigen binding

molecuie is an antibody.
46.  Theantibody of claim 45, wherein said antibody is a primatized antibody.

47.  Theantibody of claim 43, wherein said antibody is & humanized antibody.
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43.  The antigen binding molecule of claim 44, wherein said antigen binding
moiecule is an antibody fragment.

49.  The antibody frugimcut of claim 48, whercin said antibody fragment is

primatized.

50. The antigen binding molecule of claim 48, wherein said antibody
fragment is humanized.

51.  An antigen binding molecule, which is capable of competing with the
murine B-Lyl antibody for binding to CD20, wherein said antigen binding
molecule is chimeric.

52.  The antigen binding molecule of claim 51, wherein said antigen binding
molecule is an antibody. ' S
53. The antigen binding molecule of clai:'n 52, wherein said antibody is

primatized.

54.  'The anligen binding molecule of claim 51, wherein said recombinant

antibody is humanized.

55. The antigen binding molecule of claim 51, wherein said recombinant
antibody comprises a human Fe region.

56.  Theantigen binding molecule of claim 55, wherein said human Fc region
is a human IgG Fc region.

57.  An antigen binding molecule of any of claims 29-34 or 44-56, said

antigen binding molecule having an Fc region with modified oligoancehnridos.
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58.  An antigen binding molecule according to claim 57, wherein said Fc
region has been modified to have reduced fucose regidues as compared to non-

modified wtigen binding molecule.

59.  An antigen binding molecule according to claim 57, wherein said Fc
region has an increased proportion of bisected oligosaccharides.

60. An antigen binding molecule according to claim 59, wherein said
modified oligosaccharides are bisected complex.

61. An aptigen binding molecule according to claim 57, wherein said
modified oligosaccharides have an increased proportion of bisected,
nonfucosylated oligosaccharides in the Fc region of said antigen binding

molecule.

62. An antigen bindiz:lg'molecule according to claim 61, wherein said
bisected, nonfucosylated oligosaccharides are hybrid.

63: An antigen binding molecule according to claim- 61, wherein said
bisected, nonfucosylated oligosaccharides are complex. '

64.  Anantigen binding molecule according to claim 57, wherein at least 20%
of the oligosacchardies in the Fc region of said polypeptide are bisected,
nonfucosylated.

65.  Anantigen binding molecule according to claim 57, wherein at loast 30%
of the oligosacchardies in the Fc region of said polypeptide are bisected,
nonfucosylated.

66.  An antigen binding molecule according to claim 57, wherein at lonst 35%
of the oligosacchardies in the Fc region of said polypeptide are bisected,
nonfucosylated.
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67.  Anantigen binding molecule according to claim 57, wherein at least 70%
of the oligosacchardies in the Fc rogion of said polypeptide arc biscotxl,
nonfucosylated.

" 68.  Amethod of producing an antigen binding molecule, which is capable of
competing with the murine B-Ly1 antibody for binding to human CD20, end
wherein said antigen binding molecule is chimeric; said method comprising

" & culturing the host cell of cleim 26 or claim 27 in & medium under
conditions allowing the exprossior of suid polynucleotide encoding said antigen
binding molecule; and

b. recovering said antigen binding molecule from the resultant culture.

69. The method of claim 68, wherein said antigen binding molecule is an
antibody.

70. A pliirmuceutical compusilion coniprisiug e dntigen binding molecule
according to any of claims 29-34 or 46-67 and a pharmaceutically acceptable

71.  The pharmaceutical composition of claim 70, wherein said composition
further comprises a pharmacentically accoptable carrier.

72.  ‘T'he phanmaceutical composition of claim 70, wherein said composition
further comprises an adjuvant.

73. A mcthod of lreating a disorder treatable by B-cell depletion comprising
administering a therapeutically effective amount of pharmaceitical composition
of any of claims 70-72 to a human subject in need thereof.

74, A host cell engineered to express at least one nucleic acid encoding a
polypeptide having P(1,4)-N-acetylglucosaminyltransferase III activity in an
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amount sufficient to modify the oligosaccharides in the Fc region of a
polypeptide produced by said host cell, wherein said polypeptide is an antigen
binding molecule uccording 10 any of claims 44-67.

75.  The host cell of claim 74, wherein said polypeptide having B(1,4)-N-
acoetylglucosaminyliransferase LI activily is a fusion polypeptide.

76.  The host cell of claim 74, wherein said antigen binding molecule is an
antibody.

77.  The host cell of claim 74, wherein said antigen binding molecule is an
antibody fragment.

78.  The host cell of claim 74, wherein said antigen binding molecule
comprises a region equivalent to the Fc regiori of 8 human IgG.

79.  'The liost cell of claim 74, wherein said-‘antigen binding molecule
produced by said host cell exhibits increased Fc receptor binding affinity as a
result of said modification. i ' :

80.  The host cell of claim 74, wherein said antigen binding molecule
produced by said host cell exhibits increased effector function as a result of said
modification.

81. A host cell according to claim 75, wherein said-fusion polypeptide
comprises the catalytic domain of f(1,4)-N-acetylglucosaminyltransferase III.

82.  Ahostceli according to cluim 75, wherein said fusion polypeptide further
comprises the Golgi localization domain of a heterologous Golgi resident
polypeptide.
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'83.  Ahost cell according to claim 82, wherein said Golgi localization domain
18 the localization domain of mannosidase II.

84.  Ahost cell according lo cluim 82, wherein said Golgi loculization domain

is the localization domain of $(J,2)-N-acctylglucosaminyltransforage L

85. A hostcell according to claim 82, wherein said Golgi localization domain
is the localization domain of p{1,2)-N-acetylglucosaminyltransferase II.

86. A hout cell according Lo cluiin 82, wherein said Golgi localization domain

is the localization domain of mannosidase L.

87.  Ahostcell according to claim 82, wherein suid Golgi localization domain
is the localization domain of al-6 core fucosyltransferase.

88. A host cell according to claim 80, wherein said increased effector function
is increased Fc-mediated cellular cylotoxicity.

89.  Ahostcell according to claim 80, wherein said increased effector function
is increased binding to NK cells.

90.  Ahost cell according to claim 80, wherein said increased effector function
i increased binding to macrophages.

91.  Ahost cell according to claim 80, wherein said increased effector function
is increased binding to polymorphonuclear cells.

92.  Ahost cell according to claim 80, wherein said increased effector function
is increased binding to monocylecs.

93.  Ahostcell according to claim 80, wherein said increased effector fimction
is increased direct signaling inducing apoptosis.
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94.  Ahostcell according to claim 80, wherein said increesed effector function

is incroused dondritic cell matucation.

95.  Ahostcoll according to cluim 80, whercin suid increased cffector funclion
is increased T cell priming.

96. A host cell according to claim 79, wherein said Fc receptor is Foy
activating receptor.

97. A host cell according to claim 79, wherein said Fc receptor is FeyRIIIA

-Treceplor.

98.  Ahost cell according to claim 74, wherein said host cell is a CHO cell, a
BHK. cell, a NSO cell, a SP2/0 cell, 8 YO myeloma cell, a P3X63 mouse
myeloma cell, a PER cell, a PER.C6 cell or a hybridoma cell.

99.  The host cell of claim 74, further comprising at lcust one u-ansfect'ed
polynucleotide encoding a polypeplide according (o any ol cluims 28 and 3541,
and wherein said nucleic acid comprises a sequence encoding a region equivalent

to the Fc region of a human immunoglobulin.

100. The host cell of claim 74, wherein said at least one nucleic acid encoding
a polypeplide having B(1,4)-N-acetylglucosaminyliransferase IL aclivily is
operably linked to a constitutive promoter alament.

101. The host cell of claim 100, wherein said polypeptide having p(1,4)-N-
acetylglucosaminyltransferase III activity is a fusioi polypeptide.

102. A method for producing an antigen binding molecule having modified
oligosaccharides in a host cell, said method comprising:
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a. culturing a host ccll engineered 'to' express at least one nucleic acid
encoding a polypeptide having P(1,4)-N-acetylglucosaminyltransferase TII
uclivity undor conditions which poemit ﬂw-pmducliuu of suid untigon bindiag
molecule, and which permit the modification of the oligosaccharides present on
the Fe region of said antigen binding molecule; and

b. isolating said antigen binding molecule wherein said antigen binding
molecule is capable of competing with the !nurinn B-Ly!1 antibody for binding to
CDD20 and wherein seid antigen binding moleculs or fragment thereof s chimeric.

103. A mcthod aceording to claim 102, wlicrein said modificd oligosaccharides
have reduced fucosylation as compared to non-modified oligosaccharides.

104. A method according to claim 102, wherein said modified oligosaccharides
are hybrid.

105. A method according to claim 102, wherein said modified oligosaccharides
are complex.

106. A method according to claim 102, wherein said recombinant antibody or
fragment thereof produced by said host cell bas an increased proportion of
bisected, nonfucosylated oligosaccharides in the Fc region of said polypeptide.

107. A msthod according to claim 106, wherein said bisected, nonfucosylated
oligosaccharides are hybrid. - '

108. A method according to claim 106, whersin said bisected, nonfucosylated
oligosaccharides are complex. '

109. A method according to claim 102, wherein at least 20% of the

oligosaccharides in the Fc region of said polypeptide are bisected,
nonfucosylated.
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110. A method according to claim 102, wherein at least 30% of the
oligosaccharides in the Fc region of said polypeptide are bisected,

nonfucaorylalod.

111. A mothod according to claim 102, wkerein at least 35% of I_he
oligosaccharides in the Fc region of said polypeptide are bisected,
nonfucosylated.

112. An antigen binding molecule engineeted to have increased effector
funciivn produced by the methud aceording 0 any one of cluims 102-111.

113. Thoe antigen binding molecule of claim 112, wherein said antigen binding
molecule is an antibody

114. An antibody engineered to have increased Fc meptor binding aﬂ’imty
produced by the method of eny one of claims 102-111. -

115. The antigen binding molecule of claim: 114, wherein said antigen binding
wolecule is afi antibody. -

116. A.n'antigan binding molecule according to claim 112, wherein said
increased effector function is increased Fe-mediated cellular cytotoxicity.

[17.  An auligen binding molecule according (o claim 112, whérein said
increased effector function is increased binding to NK cells.

118. An antigen binding molecule according to claim 112, wherein said
increased effector function is increased binding to macrophages.

119. An antigen binding mélecule according to claim 112, wherein said
increased effector function is increased binding to monocytes.

PCT/IB2004/003896 46’7/
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120.  An antigen binding molecule according to claim 112, wherein said
increased effector function is incréased binding to polymorphonuclear cells,

121. An antigen binding molecule according to claim 112, wherein said
incroased effector function is direct signaling inducing apoptosis.

122. An antigen binding molecule according to claim 112, wherein said
increased effector function is increased dendritic céll maturation.

123. An antigen binding moleculy sccording o cluim 112, wherein said
increased effector function is increased T cell priming.

124. An antigen bind.ing molecule according to claim 114, wherein said Fc
receptor is Fc activating receptor.

125. An antigen binding molecule according to claim 114, wherein said Fc
receplor is FeyRllla receplor,

126. An anligen binding molecule produccd by the method of any of claims
102 to 111, wherein said antigen binding molecule is an antibody fragment
containing the Fc region and engineered to have increased effector function.

127. An antigen binding molecule produced by the method of any of claims
102 o 111, wherein said antigen binding molecule is a lugion protein that
includes a polypeptide having the sequence of SEQ ID NO:1 and a region
equivalent to the Fc region of an immunoglobulin and engineered to have
increased effector function.

128. An antigen binding molecule produced by the method of eny of claims
102 to 111, wherein seid antigen binding molecule is a fusion protein that
includes a polypeptide having a sequence selected from the group consisting of
SEQ ID No:30; SEQ ID No:32; SBQ ID No:34; SEQ ID No:36; SEQ ID No:38;
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SEQ ID No:40; SEQ ID No:42; SEQ ID No:44; SEQ ID No:46; SEQ ID No:48;
SEQ ID No:50; SBQ ID No:52; SEQ ID No:54; SEQ ID No:56; SEQ ID No:58;
SEQ I No:6U; SEQ LD No:62; SEQ 1D No:64; SEQ LD No:66; SEQ 1D No:68;
SEQ ID No:70; and SEQ IDNo:72,and a re-gion equivalent to the ¥c region of an
immunoglobulin and engineered to have increased effector function.

129. An antigen binding molecule produced by the method of any of clanns
102 to 111, wherein said antigen binding molecule is a fusion protein that
includes a polypeptide having the sequence of SEQ ID NO:3 and a region
equivalent to the Fo region of an immunoglobulin and engineered to have
increesed effector function.

130. An antigen binding moleculs produced by the method of any of claims
102 to 111, wherein said antigen binding molecule is a fugion protein that
includes a polypeptide having the sequence of SEQ ID NO:76 and a region
equivalent to the Fc region of an immunoglobulin and engineered to have
increased éffector function

131. A pharmaceutical composition comprising the autigen binding molecule

of any of claims 112 to 130 and a pharmaceutically acceplable carrier.

132. A pharmaceutical composgition comprising the antibody fragment of

claim 126 and a pharmaceutically scceptable carrier,

133. A pharmaceutical compogition comprising the fusion protein of any of
claims 127 to 130 and a pharmaceutically acceptable carrier.

134. A method of treating a disease treatable by B-cell depletion comprising
sdministering a therapeutically effective amount of the antigen binding according
to any of claims 112 to 130 to a human subject in need thereof, i

PCT/IB2004/003896 6?-
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135. Anisolated polynucleotide according to claim 4 or 5 further comprising a
sequence epcoding & human antibody light or heavy chain constant region.

136. An isolated polynucleotide comprising & sequence with at least 80%
identity to SEQ ID NO:24, wherein gaid isolated polynucleotide encodes a fusion
polypeptide. '

137. A host cell coexpressing &n jsolated polynuclectide according to
claim 136 and a polynucleotide comprising & sequence encoding the variable
rogion of an antibudy light clain,

138. Anantigenbinding molecule according to claim 57, wherein at least 50%
of the oligosaccharides in the Fc region arc bisected.

139. Anantigen binding molecule according to claim 57, wherein at least 60%
of the oligosaccharides in the Fc region are bisected.

140. Anantigen binding molecule according to claim 57, wherein at least 70%
of the oligosaccharides in the Fc region are bisccied.

141. Anantigen binding molecule according to claim 57, wherein at least 80%
of the oligosaccharides in the Fc region are bisected. '

142. Anantigen binding molecule according to claim 57, wherein at least 90%
of the oligosaccharides in the Fc region are bisected.

143.  Anantigen binding molecule according to claim 57, wherein at least 50%
of the oligosaccharides in the Fc region are nonfucosylated.

144.  An entigen binding molecule according to claim 57, wherein at least 60%
of the oligosaccharides in the Fe region are nonfucosylated.
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145. Anantigen binding olecule according to claim 57, wherein at least 70%
of the oligosaccharides in the Fc region are nonfucosylated.

146. An antigen binding molecule according to claim 57, wherein at least 75%
of the oligosaccharides in the Fc region are nonfucosylated.

147. A method according to claim 73, wherein said disorder is a B cell
lymphoma. :

148.  An isolnted polynucleotlide comprising a sequence seleoted from the
group consisting of SEQ ID No:29; SEQ ID No:31; SEQ ID No:33; SEQ ID
No:35; SEQ ID No:37; SEQ ID No:39; SEQ ID No:41; SEQ TD No:43; SEQID
No:45; SEQ ID No:47; SEQ ID No:49; SEQ ID No:51; SEQ ID No:53; SEQID
No:55; SEQ ID No:57; SEQ ID No:59; SEQ ID No:61; SEQID No:63; SEQID
No:65; SRQ ID No:67; SEQ ID No:69; and SEQ ID No:71.

149.  Anisolutud polynucleutide sccording lo claim 148, whorein suid isolated
polynucleotide comprises SEQ ID NO:31.

150. Anisolated polynucleotide according to claim 148, wherein said isolated
polynucleotide comprises SEQ ID NO:55. '

151. Anisolated polynucleotide according to claim 148, wherein said isolated
polynucleotide comprises SEQ ID NO:59.

152. Anisolated polynuclcotide comprising SEQ ID No:75.

153. Anisolated polymicleotide according to claim 148 or 149, wherein said
isolated polynucleotide encodes a fusion polypeptide.

154.  An isolated polynuclsotide comprising
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a) 8 sequence encoding a polypeptide having a sequence selected
from the group consisting of SEQ 1D NO:32; SEQ ID NO:56; and SEQ ID
NQ:60; and -

b) a sequence encoding a polypeptide having the sequence of SEQ
ID NO:76 -

155. An isolated polymucleotide comprising & sequence having at least 80%
identity to a sequence selected from the group consisting of SEQ ID No:29; SEQ
ID No:31; SEQID No:33 ; SEQ ID No:35; SEQ ID No:37; SEQ ID No:39; SEQ
M Na:d1; SEQ D Ne:43; STQ ID No:45; SEQ D Na:47; SEQ TD No:49; SEQ
1D No:51; SEQ ID No:53; SEQ ID No:55; SEQ ID No:57; SBQ ID No:59; SEQ
ID No:61; SEQ ID No:63; SEQ ID No:65; SEQ TD No:67; SEQ ID No:69; and
SEQ ID No:71, wherein said isolated polynucleotide encodes a fusion
polypeptide.

156. An isolated polynucleotide comprising a sequence having at least 80%
identitly to SEQ ID NO:75, wheroin said isoluled polynucleotido ciicodos u fuston
polypeptide. '

157. An isolated polynucleotide comprising a sequence having at least 85%
identity to a sequence selected from the group consisting of SEQ ID No:29; SEQ
ID No:31; SEQ ID No:33; SEQ ID No:35; SEQ ID No:37; SEQ ID No:39; SEQ
ID No:41; SEQ ID No:43; SEQ ID No:45; SEQ ID No:47; SEQ ID No:49; SEQ
ID Nu:51; SEQ ID No:53; SEQ 1D No:55; SEQ 1D Nu:57; SEQ 1D No:59; SEQ
ID No:61; SEQ ID No:63; SEQ ID No:65; SEQ ID No:67; SEQ ID No:69; and
SEQ ID No:71. ' ' '

" 158. An isolated polynucleotide comprising a sequence having at least 85%
identity to SEQ ID No: 75.

159. An isolated polynucleotide comgpriging a sequence baving at jeast 90%
identity to a sequence solected from the group consisting of SEQ ID No:29; SEQ
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ID No:31; SEQ ID No:33; SEQ ID No:35; SEQ ID No:37; SEQ ID No:39; SEQ
ID No:41; SEQ ID No:43; SEQ ID No:45; SEQ ID No:47; SEQ ID No:49; SEQ
D No:51; SEQ ID Nu:53; SEQID No:SS;.SEQ ID No:57; SEQ 1D No:59; SEQ
ID No:61; SEQ TD No:63; SEQ ID No:65; SEQ ID No:67; SEQ D No:69; and
SEQ ID No:71.

160. An isolated polynucleotide comprising a sequence having at least 90%
identity to SEQ ID No: 75.

161. Anisvlated pulynucleplide comprising a sequence having ut least Y5%
identity to a sequence selected from the group consisting of SEQ ID No:29; SEQ
ID No:31; SEQ ID No:33; SEQ ID No:35; SEQ ID No:37; SEQ ID No:39; SEQ
ID No:41; SEQ ID No:43; SEQ ID No:45; SEQ ID No:47l; SEQID No:49; SEQ
ID No:51; SEQ ID No:53; SEQ ID No:55; SEQ ID No:57; SEQ ID No:59; SEQ
ID No:61; SEQ ID No:63; SEQ ID No:65; SEQ ID No:67; SEQ ID No:69; and
SEQID No:71. ' ‘

162. An isolated polynucleolide comprising a sequence having at least 95%
identity to SEQ ID No: 75.

163. An isolated polynucleotide comprising a sequence having at least 99%
identity to a sequence selected from the group consisting of SEQ ID No:29; SEQ
ID No:31; SEQ ID No:33; SEQ ID No:35; SEQ ID No:37; SBEQ ID No:39; SEQ
1D No:41; SEQ ID No:43; SEQ ID No:45; SEQ ID No:47; SEQ ID No:49; SEQ
ID No:51; SEQ ID No:53; SEQ ID No:55; SEQ ID No:57; SEQ ID No:59; SEQ
1D No:61; SEQ ID Nd:63; SEQ ID No:65; SEQ lD-No:67; SEQ ID No:69; and
SEQ ID No:71. '

164. An isolated polynucleotide comprising a sequence having at least 99%
identity to SEQ ID No: 75.
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165. Anisolated polynucleotid; oompnmng

8) a sequence encoding apolypépﬁ'dehavihg a sequence selected from the
group consinting of SEQ ID No:30; SEQ. ID No:32; SEQ 1D No:34; SEQ 1D
No:36; SEQ ID No:38; SEQ ID No:40; SEQ ID No:42; SEQ ID No:44; SEQ ID
No:46; SEQ ID No:48; SEQ ID No:50; SEQ ID No:52; SEQ ID No:54; SEQID
No:56; SEQ ID No:58; SEQ ID No:60; SEQ ID No:62; SEQ ID No:64; SEQ ID
No:66; SEQ ID No:68; SEQ ID No:70; and SEQ ID No:72; and

b) a sequence encoding a polypepiide baving the sequence of an antibody
Fc region, or a fragment thereof, from a species other than mouse.

166. An isolated polynucleotide comprising

a) a sequence encoding a polypeplide having the sequence of SEQ ID
No:76; and

b) a sequence encoding a polypeptide having the sequence of an antibody
Fcregion, or a fragment thereof, from a species other than mouse,

167. Au isolated pulynucleolide eucoding s polypeplide having a sequence
selected from the group consisting of SEQ ID No:30; SEQ'ID No:32; SEQ ID
No:14; SEQ ID No:36; SEQ ID No:38; SEQ ID No:40; SBQ ID No:42; SEQ1D
No:44; SEQ ID No:46; SEQ ID No:48; SEQ ID No:50; SEQ ID No:52; SEQ ID
No:54; SEQ ID No:56; SEQ ID No:58; SEQ ID No:60; SEQ ID No:62; SEQID
No:64; SEQ ID No:66; SEQ'ID No:68; SEQ ID No:70; and SEQ ID No:72.

168. Anisolated polynucieotide encoding a polypoptide having the sequence of
SEQ ID No:76.

169. An isolated polynucleolide comprising & sequence that encodes a
polypeptide having a sequence selected from the group consisting of SEQ ID
No:30; SEQ ID No:32; SEQ I No:34; SEQ ID No:36; SEQ ID No:38; SEQ ID
No:40; SEQ ID No:42; SEQ ID No:44; SEQ ID No:46; SEQ ID No:48; SEQID
No:50; SEQ ID No:52; SEQ ID No:54; SEQ ID No:56; SEQ ID No:58; SEQ ID
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No:60; SEQ ID No:62; SEQ]DN064 SEQIDNo 66; SEQ ID No:68; SEQID
No:70; and SEQ ID No:72."’ .

170. An isolated polynucleotide comprising a sequence that encodes a
polypeptide having SEQ TD NO:76. -

171.  Anexpression vector comprising an isolated polymucleotide according to
any one of claims 148-170.

172. “Ihe vector of cluim 171, wherein said voctor is polycistronic.

173. A hosl cell comprising the exprossion vector of claim 171,

174. Ahostcell compnsmg an isolated polynucleotide according to any one of
claims 148-170.

175. A humanized polypeplide comprising a sequence selected from the group
consisting of SEQ ID No:30; SEQ 1D No:32; SEQ 1D No:34; SEQ ID No:36;
SEQ 1D No:38; SHQ 1D No:40; SLQ 1D No:42; SEQ ID Nou:44; SEQ 1D No:46;
SEQ ID No:48; SEQ ID No:50; SEQ ID No:52; SEQ ID No:54; SEQ ID No:56;
SEQ ID No:58; SEQ ID No:60; SEQ ID No:62; SEQ ID No:64; SEQ ID No:66;
SEQ ID No:68; SEQ ID No:70; and SEQ ID No:72, or a variant thereof.

176. A humanized polypeptide comprising the sequence of SEQ ID NO:76, or
& varient thereof.

177. An isolated polypeptide comprising a sequence sclected from the group
consislir;g of SEQ ID No:30; SEQ ID No:32; SEQ ID No:34; SEQ 1D No:36;
SEQ ID No:38; SEQ ID No:40; SEQ ID No:42; SEQ ID No:44; SEQ ID No:46;
SEQ ID No:48; SEQ ID No:50; SEQ ID No:52; SEQ ID No:54; SEQ ID No:56;
SEQ ID No:58; SEQ ID No:60; SEQ ID No:62; SEQ ID No:64; SEQ ID No:66;
SEQ ID No:68; SEQ ID No:70; and SEQ ID No:72, of a variant thereof,

PCT/IB2004/003896
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178. Anisolated polypeptide comprising SEQ [1Y NO:76, or a variant thereof,

179. The isolated polypeptide according to any of claims 177-178, wherein
said polypeptide is a fusion polypeptide.

180. An entigen binding molecule comprising the isolated polypeptide of
claim 179.

181. Theantigen binding molccule of claim 180, whercin said antigen binding

molecule is an antibody.

182. The antibody of claim 181, wherein said antibody is a humanized
antibody.

183. The antigen binding molecule of claim 180, wherein said antigen binding

molecule is un antibody frapgmont.

184. The antigen binding molecule of claim 183, wherein said antibody

fragment is humanized.

185. The antigen binding molecule of claim 180, wherein said antigen binding
molecule is a recombinant antibody.

186. The antigen binding molecule of claim 185, wherein said recombinant
antibody is humanized.

187. The antigen binding moleculs of claim 180, wherein said recombinant
antibody comprizes & human Fe region.

188. ‘The antigen binding molecule of claim 187, wherein said human Fc
region is a human IgG Fc region.
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189. An antigen binding molecule of any of claims 180-188, said antigen

binding molocule having an Fo region with modiliod olignsnccharidos.

190. An antigen bindiné molecnte according to claim 189, wherein said Fc
region has been modified to have reduced fucose residucs as compared to non-
modified antigen binding molecule.

191. An antigen binding molecule according to claim 189, wherein said Fc

rogion hus an incroascd pruportion uf bisected uligonnceharidos.

192. An antigen binding molecule according to clim 189, wherein aaid

madilied oligoanccharides are hisecled complex,

193. An antigen binding molecule according to claim 189, wherein said
modified oligosaccharides have 'an in¢reased proportion of bisected,
nuntucosyluled *oligusucchurides in the Ve 'rogion of suid niigon binding
molecule,

194.-  An anligen binding molecule -aci:iirdilig to claim 193, wheroiit said
bisécted, nonfucosylated.oligosaccharides are hybrid.

195. An antigen binding molecule according to claim' 193, wherein said
bisected, nonfucosylited oligosaccharides are complex.

196. An antigen binding molecule according lo claim 189, whervin at lcast
20% of the' oligosacchardies in the Fc region of said polypeptido are bisected,
nonfucosylaied.

197. An antigen binding molecule according o claim 189, wherein at least
30% of the oligosacchardies in the Fc region of said polypeptide are bisected,
nonfucosylated.
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198. An antigen binding molecule according to claim 189, wherein at least
35% of the oligosacchardies in the Fc rcgi-on of said polypeptide are bilecte:i,
nonfucosylated.

199.  An antigen binding molecule according to claim 189, wherein al loust

70% of the oligosaccharides in the Fc region of said polypeptide are bisected,
nonfucosylated.

200. A mothod of producing on antigen binding moleculo, which in capublo of
competing with the murine B-Ly1 antibody for binding to buman CD20, and
wherein said antigen binding molecule is chimeric; said method compriging

u) culturing (he host cell of claim 173 or claim 174 in 2 mediun under
conditions allowing the expression of said polynucleotide encoding said antigen
binding molecule; and

b) recovering said antigen binding molecule.

201. The method of claim 200, wherein said antigen binding molecule is an
antibody.

202. ‘The method of claim 200, wherein said chimeric antigen binding
molecule is humanized. '

203. A pharmaceutical corposition comprising Lhe antigen binding molecule
according to any of claims 189-199 and a pharmaceutically acceptable carrier.

204. The pharmaceutical composition of cln.il.n 203, wherein said composition
further comprises a pharmaceutically acceptable carrier.

205. The pharmaceutical composition of claim 203, wherein said composition
further comprises an adjuvant.
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206. A method of treating a disorder treatable by B-cell depletion comprising
administering a therapeutically effective amount of pharmaceutical composition
of any of claims 203-205 to a human subje;:t in need thereof. '

207. A host cell engineered to express at least one nucleic acid encoding a
polypeptide having B(1,4)-N-acelylglucosuminylirunsfersse I aclivily in an
amount sufficient to modify the ohgomuhmdea in the Fc region of a
polypeptide produced by said host cell, wherein said polypeptide is ap antigen
binding molecule according to any of claims 180-197.

208. ‘The host cell of claim 207, wherein said polypeptide having B(1,4)-N-
acetylglucosaminylirnnsferase TIT activity is a fusion polypeptide.

209. The host cell of claim 207, wherein said antigen binding molecule is an
antibody. '

210.  The host coll of cluim 207, whercin snid iuui;i-,on binding mwolecule i an

antibody fragment.

211. The host cell of claim 207, wherein said antigen binding molecule
comprises a region equivalent to the Fc region of 8 human IgG.

212. The host cell of claim 207, wherein gaid antigen binding molecule
produced by said host cell exhibils increased Fo recepior binding affinity as a
result of said modification. ' ' S

213, The host cell of claim 207, wherein said antigen binding molecule
produced by said host cell exhibits increased effector function as a result of said
modification.

214. A host cell according o claim 208, wherein said fusion polypeptide
comprises the catalytic domain of p(1,4)-N-acetylglucosaminyltransferase I11.
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215. A host cell according to claim 208, wherein said fusion polypeptide
further comprises the Golgi localization domain of a heterologous Golgi resident
polypeptide. . '

216. A host cell according to claim 215, wherein said Golgi localization
domain is the localization domain of mannosidase 1I.

217. A host cell according to claim 215, wherein said Golgi localization

domain is the localization domain of fi(1,2)-N-acetylgluicosaminyltransferase 1.

218. A host cell according to claim 215, wherein said Golgi localization
domain is the localization domain of B(1,2)-N-acelylglucosaminyliransferase 1I.

219. A bhost cell nccordmg to claim 215, whercin said Golgi localizalion
domain is the localization domsm of mannosidase 1.

220. A host cell according to claim 215, wherein said Golgi localization
domain is the localization domain of al-6 core fucosyltransferase.

221. A host cell according to claim 213, wherein said increased effector
function is increased Fo-mediated cellular cytotoxicity.

222. A host cell according to claim 213, wherein said increased effector
function is increased binding to NK cells.

223. Ahost cell according to claim 213, whetein said increased effector
function js increased binding to macrophages.

224. A host cell according to claim 213, wherein said increased effoctor
function ig increased binding o polymorphonuclear cells.
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225. A host cell according to claim 213, wherein said increased effector
function is increased binding to monocytes.

226. A host cell according to claim 213, wherein said increased effector
function is increased direct signaling inducing apoptosis.

227. A host cell according to claim 213, wherein said increased effector
function is increased dendritic cell maturation.

228. A hosl coll nccording o clnim 213, whercin said incroased effuclor

function is increased T cell priming.

229. A host cell according to claim 212, wherein said Fc receptor is Fey
activating receptor.

230. Ahostcell according to claim 212, wherein said Fo receptor is FeyRIIIA

recojror.

231. A host coll accurding o cluim 207, wheruin said bost cell is a CHO cell, a
BHKX cell, a NSO cell, a SP2/0 cell, a YO myelomsa cell, a P3X63 mouse
myeloma cell, a PER cell, a PER.C6 cell or a hybridoma cell.

'232. The host cell of claim 207, further comprising at least one transfected

polynucleotide encoding u polypeplide nccording (o uny of claims 28 and 35-41,
and wherein said nucleic acid comprises a sequence encoding a region equivalent
to the Fc region of a human immunoglobulin.

233. Thehost cell of claim 207, wherein said at least one nucleic acid encoding
a polypeptide having B(1,4)-N-acetylglucosaminyltransferase III activity is
operably linked to a constitutive promoter element.

, PCT/IB2004/003896 ?b
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234. The host cell of claim 233, wherein said polypeptide having p(1,4)-N-
acetylglucosaminyltransferase 111 activity is a fusion polypeptide.

235. An antigen binding molecule according to claim 189, wherein at least
50% of the oligosaccharides in the Fc region are bisected. '

236. An antigen binding molecule according to claim 189, wherein at least
. 60% of the oligosaccharides in the Fc region are bisected.

237. An anligen hinding molecule according (o clnim 189, wherein al least

70% of the oligosaccharides in the Fc region are bisected.

238. An antigen binding molecule according to claim 189, wherein at least
80% of the oligosaccharides in the Fc region are bisected.

239." An antigen binding molecule according to cliim 189, wherein at least

90% of the oligosnccharides in the Fo region are bisceted.

o

240. An antigen-binding molecule accarding to claim 189, wherein at least
50% of the oligosaccharides in the Fc region are nonfucosylated,

241. An entigen binding molecule according to claim 189, wherein at least
60% of the oligosaccharides in the Fc region are nonfucosylated.

242. An anfigen binding mclecule according to claim 189, wherein at least
70% of the oligosaccharides in the Fc region are nonfucosylated.

243. An antigen binding molecule according to claim 189, wherein at Jenst
75% of the oligosaccharides in the Fc region are nonfucosylated.

244. A methiod according to claim 206, whorein said disorder is a B coll
lymphoma.
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245. An isolated polynucleotide comprising at least one complementarity
determining region of the murine B-Ly1 antibody, or a variant or truncated form
thereof containing at least the specificity-detarmining residues for said
complementarity determining region, wherein said isolated polynucleotide
encodes a fusion polypeptids.

246. An isoluled polynucleotide sccording fo cluim 245, wherein said
complementarily determining rogion is selected from the group consisting of :
[LIST ALL B-Lyl CDR SEQUENCES].

247. Anisolated polynucleotide acconding to claim 245, wherein said isolated
polynucleotide encodes an antigen binding molecule.

248. An igolated palynucleotide comprising at least three complementerity
determining regions of the murine B-Ly]1 antibody, or variants or truncated forms
thereof containing at Jeast the specificity-determining residues for each of said
three complementarity determining regions, wherein said isolated polynucleotide

encades n funion polypoplide.

249. An isolated polynucleotide according to claim 248, wherein said
complementarity delcrmining reyions comprise at least one sequence selectexl
from the group coansisting of : SEQ ID NO:5; SEQ ID NO:6 and SEQ ID NO:7;
and at lcast one sequence selected from the group consisting of: SEQ ID NO:21,
SEQID NO:22, and SEQ ID NO:23; and SEQ ID NO:24, or varianis or truncated
forms of said sequences that contain at least the specificity-determining residucs

for each of said complementarity determining regions.

250. An isolated polypeptide encoded by the isolated polynucleotides of any of
claims 245-245.

251. An antigen binding molecule comprising at least one complementarity
determining region of the murine B-Ly1 antibody, or a variant or truncated form
thercof containing at lest the specificity-determining residues for said
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complementarity determining region, and further comprising & sequence derived
from a hetcrologous polypeptide. '

252,  An untigen binding molecule sceording to claim 251, wheroin said
antigen binding molecule comprises at least three complementarity determining
regions of the murine B-Lyl antibody, or varianis ;’r truncated forms thereof
containing at least the specificity-defermining residues for cach of said
complementarity determining regions.

253. An antigen binding molecule according to claim 252, wherein gaid
anfigen binding molocule comprison thic varinble rogion of an witibody light or

heavy chain.

254. An antigen binding molecule according to claim 252, wherein said

antigen binding moleculo is a chimeric or humanized, anlibody.

255. Anengineered Type Il anti-CD20 antibody having increased ADCC as &
result of said engineering without substantial loss of ability to induce apoptosin of

target cells.

256. An engineered Type II' anti-CD20 ;mtibody according to claim 255,
wherein said antibody has been engineered to have an altered paitern of
glycosylation in the Fc region.

257.  An enginoered Type Tl anti-CD20 nntibody according to claim 256,
wherein said altered glycosylation is an increase in the amount of bisected

" complex oligosaccharides.

258. An engineered Type II anti-CD20 antibody according to claim 256,
wherein said allered glycosylation is a decrease in the amount of fucose residues,

PCT/IB2004/003896
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259, An engineered Type Il anti-CD20 antibody according to claim 255,

wherein said antibody has been engineered to have an altered amino acid

‘- séquence in the Fe region.

3o
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Casilla No. Il No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, comprender un paso inventivo (ser no obvia) o ser
aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

[] toda 1a solicitud internacional,
B4 reivindicaciones Nos. 3-259

porque:

[ dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos.  se relacionan con la siguiente materia objeto que no
requiere un examen preliminar internacional (especifique):
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computador tinicamente, no cumplen con los requerimientos técnicos proporcionados en el Anexo C-bis de las

Inatrucciones Administrativas.
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Aplicabilidad industrial (IA) Si: Reivindicaciones 1-2
No: Reivindicaciones
2.  Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Forma PCT/ISA/237 (Enero de 2004)



OPINION ESCRITA DELA

AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PcT/B2004/0me9s 49
Re Item III.

No establecimiento de opini6n con respecto a la novedad, nivel inventito y aplicabilidad industrial

En vista del gran ntimero y también la redaccién de las reivindicaciones presentes en el registro, que
hacen dificil, si no imposible, determinar la materia para la cual se busca proteccién, la presente solicitud
falla en cumplir con los requerimientos de claridad y concisién del Articulo 6 PCT (ver también Regla 6.1
(a) PCT) en tal medida, que una bsqueda significativa es imposible. En consecuencia, la blisqueda se ha
realizado para aquellas partes de la solicitud que si parecen ser claras (y concisas), a saber, la
reivindicacién 1 y 2 relacionadas con las secuencias CDR1, CDR2 y CDR3 de la cadena pesada y ligera del
anticuerpo B-lyl. Se le recuerda al solicitante que las reivindicaciones o partes de las mismas para las
cuales no se ha establecido un Reporte de Béisqueda Internacional, no serén sujeto del Examen Preliminar
Internacional (Reglas 66 (1) (e); 70 (2) (d) PCT).

Re Item V
Declaracién razonada con respecto a la novedad, nivel inventito o aplicabilidad industrial; citaciones y
explicaciones que soportan dicha declaracién

Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1: WO 03/011878 A (GLYCART BIOTECHNOLOGY AG; BAILEY, SEAN LM) Febrero 13 de
2003 (2003-02-13)

D2: POLYAK MARIA ] ET AL: “Alanina-170 y Prolina-172 son determinantes criticos para
epitopes CD20 extracelulares; la heterogeneidad en la especificidad fina de anticuerpos
monoclonales CD20 se define por los requerimientos adicionales impuestos por la secuencia
de amino 4cido y la estructura cuaternaria® BLOOD, W.B. SAUNDERS COMPANY,
ORLADO, FL, US, vol. 99, No. 9, 1 Mayo 1 de 2002 (2002-05-01), pdginas 3256-3262,
XP002308044 ISSN: 0006-4971

D3: DAVIES ] ET AL: “Ecpresién de GnTIII en una linea de célula de produccién de CHO anti-
CD20 recombinante: La expresién de anticuerpos con glicoformas alteradas conduce a un
aumento en ADCC a través de afinidad mayor para FC gamma RIII". BIOTECHNOLOGY
AND BIOENGINEERING - COMBINATORIAL CHEMISTRY, WILEY, NUEVA YORK, NY,
US, vol. 74, no. 4, Agosto 20 de 2001 (2001-08-20), paginas 288-294, XP002285964 ISSN: 0006-
3592.

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 1) (EPO - Enero de 2004)
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OPINION ESCRITA DELA
AUTORIDAD DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
(HOJA SEPARADA) PCT/1B2004,/00389 3’6

D4: US2003/003097 A1 (REFF MITCHELL E ET AL) Enero 2 de 2003 (2003-01-02)
Nivel Inventivo (Artfculo 33(3) PCT)

1 La Reivindicacién 1 y 2 se relacionan con secuencias (CDR) de la cadena pesada y ligera del
anticuerpo B-lyl contra CD20 {ejemplo 1 de la presente solicitud). El anticuerpo B-ly1 es bien conocido y
estd disponible comercialmente, ver por ejemplo, D2, Tabla 1. La diferencia de las reivindicaciones 1, 2 y
el técnica previa es la secuencia del ADN que codifica el anticuerpo B-lyl. La ventaja de tener esta
secuencia es obvia para una persona experta en la técnica; abre la via para disefiar genéticamente el
anticuerpo. El problema es, por lo tanto, la necesidad de proveer secuencias que codifican anticuerpos
CD20. La solucién es la provision de las secuencias de B-lyl. Esta solucién no es inventiva (Art. 33(3)
PCT), es una simple caracterizacion del bien conocido anticuerpo B-lyl. El secuenciamiento de
anticuerpos monoclonales CD20 también se hizo antes como lo ejemplifica el Rituximab (D1. D-, D3) y no
puede, por lo tanto, considerarse que es especialmente dificil ni inesperado.

2  Tampoco se puede considerar que las reivindicaciones 1 y 2 cumplen los requerimientos del Art.
33(3) PCT porque los detalles técnicos suministrados en cada reivindicacién no resuelven el problema
técnico. Ni las secuencias de la reivindicacién 1, ni las secuencias de la reivindicacién 2 definen una
unidad de enlace funcional. Por lo tanto, constituyen pura informacién de secuencia sin funcién.

Forma PCT/ISA /237 (Hoja separada) (Hoja 2) (EPO - Enero de 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAB2004/003896

33

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of the imernational application in
the language in which it was filed, unless otherwise indicated under this item.

O This opinion has been established on the basis of a translation from the original language into the following
language , which is the language of a translation fumished for the purposes of international search
{under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard to any nucleotide andor amino acid sequence disclosed in the intemational application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of matertal:

B asequence listing
O table(s) related to the sequence listing
b. format of materiat:
® in written format
& in computer readable form
¢. time of filingfumighing:
K contained in the international application as filed.
X filed together with the intemnational application in computer readable form.
O fumished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. O In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing andbr table relating thereto
has been filed or fumished, the required statemenis that the information in the subsaquent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were fumished.

4, Additional comments:

Form PCTISA/237 (January 2004)



WRITTEN OPINION OF THE International application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAB2004/003896

14

Box No. Il Non-estsblishment of opinion with regard to M. Inventive step and Industrial
applicabliity

The

questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non

obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of.

O
=

the entire international application,
claima Nos. 3-258

because:

O

the said intemational application, or the said claims Nos.  relate 10 the following subject matter which
does not require an intermnational preliminary examination (specily):

the description, claims or drawings (indicate particular elements.below) or sald claims Nos. 3-259 are 80
unclear that no meaningful opinion could be formed (apecdify):

the claima, or said claims Nos. are 8o madequately supported by the description that no meaningful opinion
coud be formed.

no intemational search report has been established for the whole application or for saki claims Nos. 3-259

the nucleotide andéor amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Inetructions in that:

the written form O has not been furnished
0 does not comply with the standard
the computer readable form O has not been fumnighed
00 does not comiply with the standard
the tablea related to the nucleotide andbr amino acid sequence lsting, Iif in computer readable form only, do
nat comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

Seoo separate sheet for further detalls

Ferm PCTISA/237 (Jaruary 2004)
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WRITTEN OPINION OF THE Intemational application No.
INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCTAB2004/003896

a0

Box No.V Reasoned statement under Rule 43b/a.1(a){l) with regard to novelty, Inventive step or
industrial applicablitty; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Noveity (N) Yos: Claims 1,2
No: Claims
inventive step (IS) Yos: Claims
No: Claims 1,2
Industrial applicability (LA) Yes: Claima 1,2
No: Claims

2. Citations and explanations
see separate sheet

Form PCTASA/257 (Januery 2004)



WRITTEN OPINI N OF THE International application No.
INTERNATI NAL SEARCHING

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) : PCT/1B2004/003896
q\

Be ltem Il

Non-establishment of opinion with regard to novelty, iInventive step and industrial

applicabliity

In view of the large number and also the wording of the claims presently on file, which
render it difficult, if not impossible, to determine the matter for which protection is sought,
the present application fails to comply with the clarity and conciseness requirements of
Article 6 PCT (see also Rule 6.1(a) PCT) to such an extent that a meaningful search is
impossible. Consequently, the search has been carried out for those parts of the
application which do appear to be clear (and concise), namely claim 1 and 2 refating to
CDR1, CDR2 and CDR3 sequences of the heavy and light chain of the B-ly1 antibody.
The applicant Is reminded that claims or parts thereof for which no International Search
Report has been established, will not be the subject of the International Preliminary
Examination (Rules 66 (1) (e); 70 (2) {(d) PCT).

Re tem V

Reasoned statement with regard to noveity, Inventive step or industrial applicability;
chtations and explanations supporting such statement

Reference is made 1o the following documents:

D1: WO 03/011878 A (GLYCART BIOTECHNOLOGY AG; BAILEY, SEAN LM) 13
February 2003 (2003-02-13)

D2: POLYAK MARIA J ET AL: "Alanine-170 and proline-172 are critical
determinants for extracellular CD20 epitopes; heterogeneity in the fine
specificity of CD20 monoclonal antibodies is defined by additional requirements
imposed by both amino acid sequence and quatemary structure™ BLOOD,
W.B.SAUNDERS COMPANY, ORLANDO, FL, US, vol. 99, no. 9, 1 May 2002
(2002-05-01), pages 3256-3262, XP002308044 ISSN: 0006-4971

D3: DAVIES J ET AL: "Expression of GnTlll in a recombinant anti-CD20 CHO
production cell line: Expression of antibodies with altered glycoforms leads to an
increase in ADCC through higher affinity for FC gamma RIII®
BIOTECHNOLOGY AND BIOENGINEERING - COMBINATORIAL
CHEMISTRY, WILEY, NEW YORK, NY, US, vol. 74, no. 4, 20 August 2001
(2001-08-20), pages 288-294, XP002285964 ISSN: 0006-3592

Form PCT/SA/237 (Separate Shewt) (Shest 1) (EPO-January 2004)
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WRITTEN PINION OF THE International application No.
INTERNATI NAL SEARCHING '

AUTHORITY (SEPARATE SHEET) PCT/B2004/003098

ar

D4: US 2003/003097 A1 (REFF MITCHELL E ET AL) 2 January 2003 (2003-01-02)

inventive Step (Art.33(3) PCT)
1 Claim 1 and 2 relate to (CDR) sequences of the heavy and light chain of the B-ly1
antibody against CD20 (exampie 1 of the present application). The B-ly1 antibody is well
known and commercially available, see for instance D2, Tabie 1. The difference of claims
1,2 and the prior art is the sequence of the DNA encoding the B-ly1 antibody. The
advantage of having this sequence Is cbvious 10 a person skilled in the art: it opens the
way to genelic engineering the antibody. The problem is therefore the need to provide
sequences encoding CD20 antibodies. The solution is the provision of the B-ly1
soequences. This solution is not inventive (Art. 33(3) PCT), &t is a mere characterization of
. the well-known B-ly1 antibody. Sequencing CD20 monocional antibodies was aiso done
before as exampiified by Rituximab (D1,D3,D4) and can therefore not be considered to be
especially difficuk nor unexpected.

2 Clims 1 and 2 can also not be considered to fulfill the requirements of Art. 33(3)
PCT since the technical details provided in each claim do not solve a technical problem.
Neither the sequencss of claim 1, nor the sequences of claim 2 do define a functional
binding unit. Therefore they consitute pure sequence information without funciion.

Fom PCTASA257 (Separate Shes() (Sheet 2) (EPO-January 2004)



ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS 4O
REIVINDICACIONES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del
Tratado de Cooperacién en materia de Patentes PCT, atentamente
me permito Informar a ese Despacho que el capitulo relvindicatorio
tal como fue presentado originalmente en Fase Internacional ha
sido modificado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripcién de la presente Invencién y en este
sentido, no configuran una ampllacién del invento o de la
divuigacién contenida en la solicitud presentada.
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M _LECULAS QUE SE ENLAZAN A ANTIGENO CON AFINIDAD DE
ENLACE AL RECEPTOR Fc AUMENTADA Y FUNCION EFECTORA

La presents invencién estd relacionada con moléculas que se enlazan a
antigeno (ABMs). En realizaciones particulares, la presente invencién se
relaciona con anticueipos monocionales recombinantes, que incluyen
anticuerpos quiméricos, primatizados 0 humanizados especificos para CD20
humano. Adicionalments, la presente invencién se relaciona con moléculas
de écido nucleico que codifican tales AMBs, y con los vectores y células
huésped que comprenden tales moléculas de écido nucleico. La invencién
se relaciona ademés con métodos para producir las ABMs de |a invencion, y
a los métodos para usar estas ABMs en el tratamiento de enfermedad.
Adicionalments, ia presents invencion se relaciona con ABMs con
glicosiiacion modificada que tienen propiedades terapéuticas mejoradas,
incluyendo anticuerpos con enlace al recepior F¢ aumentado y funcién
efectora aumentada.
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MOLECULAS QUE SE ENLAZAN A ANTIGEN _ C_N AFINIDAD DE
ENLACE AL RECEPTOR Fc AUMENTADA Y FUNCION EFECTORA

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la Invencién

[0001] La presents invenci6n se relaciona con moléculas que se
enlazan antigeno (ABMs). En realizaciones particulares, la presente
invencién se relaciona con anticuerpos monocionales recombinantes, que
incluyen anticuerpos quiméricos, primatizados o humanizados especificos
para CD20 humano. Adicionaimente, la pressnte invencion se relaciona con
moléculas de écido nucleico que codifican tales ABMs, y veciores y células
huésped que comprenden tales moléculas de dcido nucleico. La invencion
se relaciona ademés con métodos para producir las ABMs de la invencion, y
a los mélodos para usar estas ABMs en el tratamiento de enfermedad. En
adicidn, la presents invencidn se relaciona con ABMs con giicosilacién
modificada que tienen propledades terapéuticas modificadas, incluyendo
anticuerpos con eniaze al receptor Fc aumentado y funcidn efeciora
aumentada.

Técnica Previa
El Sistema Inmune y los Anticuerpos Anti-CD20

[0002] E! sistema inmune de los vertebrados, incluyendo humanos,
consiste de un nimero de 6rganos Y tipos de células, que han evoluacionado
para reconocer precisaments y especificaments, enlazar y destruir
microorganismos extrafios invasores ("antigenos”). Los linfocitos son criticos
para la function propia del sistama inmune. Estas céiulas se producen en el

timo, el bazo y la medulla espinal {(adultos) y representan aproximadamente
ol 30% de los giébulos blancos totales presentes en el sistema circulatorio

de humanos adultos. Hay dos sub-poblaciones importantes de linfociios: las
células T y las células B. Las células T son responsables de la inmunided

mediada por la célula, mientras que las células B son responsables de la
produccion de anticuerpo (inmunidad humoral). Sin embargo, en una
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respuesta inmune, las células T y las células B funcionan
interdependientements: ias células T se activan cuando el receptor de célula
T se eniaza a fragmentos de un antigeno que esté enlazado a glicoproteinas
del compiejo de histocompatibliidad importantes ("MHC™) sobre la supeificie
de una célula que presenta antigeno; tal activacién produce la iberacion de
mediadores bioldgicos ("interleucinas®), que estimulan las céiulas B para
diferenciar y producir anticuerpos ("inmunogiobulinas”) contra el antigeno.

[0003] Cada célula B dentro del huésped expresa un anticuerpo de un
tipo y especifidad particular, y diferentes células B expressn anticuerpos
especificos para diferentes antigencs. La proiferacién de células B y la
produccién de anticuerpo se disparan como una reaccién a un antigeno
extrafio, y ambas tipicaments cesan (o disminuyen sustanciaknents) una vez
el antigeno extrafio ha sido neutralizado. Ocasionalmente, sin embargo, la
proliferacion de una céiula B particular continuard inclume; tal proliferacién
puede producir un céncer referido como "linfomna de céiula B".

[0004] Las células T y las células B comprenden ambas proteinas de
superficie cellular que se pueden utiizar como "marcadores” para la
diferenciacién e identificacién. Un mercador de céiula B humana es el
antigeno Bp35 de diferenciacién restringido por linfociio B humano, referido
como "CD20". El CD20 se expresa durante el pre-desarolio temprano de
chiula B y permanece hasta la diferenciacion celular de plasma.
Especificaments, la molécula de CD20 puede regular un paso en el proceso
de activacién que se requiere para la iniciacién y diferenciacién del ciclo
celular y usuaiments se expresa en niveles muy alios en (as células B
neoplésticas ("umor”). Como CD20 estd presents en niveles muy altos de
céiulas B "malignas”, l.e., aquelias células B cells cuya proliferacion incolume
puede conducir al linfoma de célula B, el antigeno de supeificie CD20 tisne
ol potencial de servir como un candidaio para "marcar” linformas de célula B.

[0005] En esencia, tal marcado se puede generalizar de la siguiente
forma: los anticuerpos especificos al antigeno de superficie de CD20 de las
células B se introducen en un pacients, mediante inyeccién, por ejemplo.
Estos anticuerpos ant-CD20 se enlazan especificamente al antigeno de
superficie cellular de CD20 de (ostensiblemente) céiules B nommales y
malignas; el anticuerpo anti-CD20 enlazado al antigeno de superficie de
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CD20 puede conducir a la destruccién y deplecion de células 8 neaplisticas. f{‘T
Adicionaiments, se pueden conjugar agents quimicos o eliquetas radiactivas

que tienen el potencial de destruir el tumos, con el anticuerpo anti-CD20 de
forma que el agents es “entregado” especificaments a e.g., las células B
neopldsticas. Sin importar el criterio, un objetivo primario es destruir el tumor:

el criterio especifico puede ser determinado por el anticuerpo anti-CD20
particular que es utilizado y, asi, los criterios disponibles para marcar el
antigeno CD20 pueden variar considerablemente.

[00086]) Los anticuerpos monocionales no conjugados (mAbs) pueden
ser medicinas Gtiles para el tratamiento del cancer, como lo demostrd la
aprobacion de la Administracién de Aimentos y Medicamenios Americana,
de Rituimab (Rituxan™; IDEC Pharmaceuticals, San Diego, CA, y
Genentach Inc., San Francisco, CA), para el tratamiento de céluia B positiva
de CD20, linfoma de No Hodgkin de grado bejo o folicular, Trastuzumab
(Herceptin™; Genentech Inc,) para el tratamiento de céncer do seno
avenzado (Grilo-Lopez, A.-J., et al, Semin. Oncol 26: 66-73 (19889);
Goldenberg, M. M., Clin. Ther. 21: 300-18 (1999)), Gemtuzumab (Mylotarg™,
Celltech/Wyeth-Ayerst) para el tratamiento de leucemia mieloide aguda
recurrents, y Alemtuzumab (CAMPATH™, Millenium
pharmaceuticals/Schering AG) para el tratamiento de leucemia linfocitiva
crénica de céiula B. El éxito-de estos producios se basa no solaments en su
eficacia sino en sus perfiles de seguridad descatados (Grillo-Lopez, A.-J..et
al., Semin. Oncol. 26: 66-73 (1999); Goldenberg, M.M., Clin. The 7.21: 309-
18(19989)). A pesar de los logros de estos férmacos, acluaimente hay un
gran interés en obtener mayor actividad de enticuerpo especifica que la
producida tipicamente por la terapia do mAb no conjugada. El anticuerpo
monocional de murina, B-Ly1, es otro anticuerpo conocido por ser especifico
al CD20 humano. (Poppema, S. y Visser, L., Biotest Bulletin 3: 131-139
(1987)).

[0007] Los resultados de un nimero de estudios sugieren que los
mecanismos dependientes del receptor Fc contribuyen sustanciaiments a la
accién de anticuerpos citotdxicos contra tumores e indican que un anticuerpo
6ptimo contra tumores se enlazaria preferencialments a los recepiores Fc de
activacién y minimaments al compafiero inhibidor FeyRIIB. (Clynes, R. A., et
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al., Nature Medicine 6 (4): 443-446 (2000); Kalergis, A. M., y Ravetch, J. V.,
J. Exp. Med. 195 (12): 1653-16569 (Junio 2002). Por ejemplo, los resultados
de al menos un estudio sugieren que el recepior FcyRllla en particular estd
fuertemente asociado con la eficacia de la terapia de anticuerpo. (Cartron,
G., et al., Blood 99 (3): 754-757 (Febrero 2002)). Ese estudio mosiré que los

pacientes homocigéticos para FcyRllla tienen una mejor respuesta al
Rituximab que los pacientes heterocigiticos. Los aulores concluyeron que
{a respuesia superior se debla al mejor enlace in vivo del anticuerpo a
FoyRllla, lo que produjo una mejor actividad ADCC contra las células de
linfoma (Cartron, G., et al., Blood 899(3): 754-757 (Febrero 2002)).

[0008] Se han reportado varios intentos para marcar el antigeno de
superficie de CD20. Se dice que el anticuerpo IF5 monocional de murina
(ratdn) (un anticuerpo anti-CD20) fue administrado por infuncién intravenosa
continua a pacientes con linfoma de células B. Se dice que requirieron
niveles extremadamente altos (> 2 gramoss) de 1F5 para depletar células de
tumos circulantes, y los resultados fueron descriios como "transiiorios®.
Press et al., "Monocional Antibody 1F5 (Anti-CD20) Serotherapy of Human
B-Celt Lymphomas®. Blood 66/2: 584-591 (1887). Un problema potencial con
oste ciiterio es que ios anticuerpos monocionales no humanos (e.g.,
anticuerpos monocionales de murina) tipicamente carecen de funcionalidad
effeciora humana, ie., no son capaces de, infer afla, mediar a lisis
dependients de complemento o lisar células marcadas humanas mediante la
toxicidad celular dependiente de anticuerpo o la fagociiosis mediada por el
receptor Fc. Adicionalments, los anticuerpos monocionales no humanos
pueden ser reconockios por el huésped humano como una proteina exirafie;
por lo tanto, repetidas inyecciones de iales anticuerpos exirafios puede
conducir a la induccién de respuestas inmunes que conducen a reacciones
de hipersensibilidad nocivas. Para los anticuerpos monocionales basados en
murina, estd se reflere usuaimene como una respuesta de anticuerpo Anti-
Ratdon humana, o respuesta "HAMA". Adicionalments, esios anticuerpor
"extrafios” pueden ser atacados por el sistema immune del huésped de
forma que son, en afecto, neutralizados antes que aicanced su sitio objetivo.

[0008] Otro criterio reportado para mejorar la habilidad de los
anticuerpos monocionales de murina para ser efectivos en el tratamiento de
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los trastomos de célula B ha sido conjugar una etiqueta radicactiva o toxina
al anticuerpo de forma que la etiqueta o toxina es localizada en el sitio del
tumor. Por ejemplo, el anticuerpo 1F5 referenclado anteriormente ha sido
“etiquetado” con yodo-131 ("'3'1") y se dice que se evalu por biodistribucion
en dos pacientss. Ver Eary, J.F. et al., "Imaging and Treatment of B-Cell
Lymphoma” J. Nuc. Med. 31/8: 1257-1268 (1990); ver también, Press, O. W.
et al., "Treatment of Refraciory Non-Hodgkin's Lymphoma with Radiolabeled
MB-1 (Anti-CD37) Antibody” J. Giin. Onc. 7/8: 1027-1038 (1889) (Indicacién
que un pacients tratado con IF-5 marcado con ™' logrd una “respuesta
parcial®); Goldenberg, D. M. et al., "Targeting, Dosimelry and
Radioimmunotherapy of B- Cell Lymphomas with lodine-131-Labeled LL2
Monocional Antbody” Clin. Onc. 9/4: 548-564 (1991) (tres de los ocho
pacientes que recibieron inyecciones miitiples reportaron haber desamoliado
una respuesta HAMA);, Appelbaum, F. R."Radiclabeled Monocional
Anticuerpos in the Treatment of Non-Hodgkin's Lymphoma® Hem./Onc.
Clinics of N.A. 5/5. 1013-1025 (1991) (articulo de revision); Press, O. W. et al
"Radiolabeled-Antibody Therapy of B-Cell Lymphoma with Autologous Bone
MamowSupport”. New England J. Med. 320M7: 1218-12223 (1083)
(anticuerpo anti-CD20 IF5 y B1 marcado con yodo-131); y Kaminski, M. G. et
al "Radicimmunotherapy of B-Cell Lymphoma with '*'| Anti-B1 (Anti-CD20)
Antibody". New Englend J. Med. 329/7 (1993) (anticuerpo anti-CD20 B1
marcado con yodo-131; de aqul en adelante "Kaminski™). Las toxinas (Le.,
agentes quimioterapéuticos tales como doxorubicina o mitomicina C)
también han sido conjugadas a los anticuerpos. Ver, por ejempio, la solicitud
PCT publicada WO 82/07466 (publicada en Mayo 14 de 1882).

[0010] Los anticuerpos quiméricos que comprenden porciones de
anticuerpos de dos 0 més especies diferentes (e.g., de raton y humana) han
sido desaroliados como una altemativa a anticuerpos “conjugados®. Por
ejomplo, Liu, AY. et al, "Production of a Mouse-Human Chimeric
Monocional Antibody to CD20 with potent Fc-Dependent Biologic Activity” J.
Immun. 139/10:3521-3526 (1987), describe un anticuero quimérico de
ratbnvhumano dirigido contra el antigeno de CD20. Ver también, la
publicacién PCT No. WO 88/04836. Por ejemplo, el ritiwdmab (RITUXAN®),
un anticuero anti-CD20 quimérico ha sido aprobado para el tratamiento de
infoma de no Hodking.
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[0011] Dada la expresién de CD 20 por los linfomas de célula B, este
antigeno puede servir como un candidato para “marcar” tales linfomas. En
esoncia, tal marcado puede generslizarse de la siguients forma: los
anticueros especificos para el antigeno de superficie de CD20 sobre células
B es administrado a un pacients. Estos anticuerpos anti-CD20 se enlazan
especificaments al antigeno de CD 20 de (ostensiblementie) células D
normales y malignas, y el anticuerpo enlazado al CD20 sobre la superficie
celular produce la destruccion y deplecibn de céiulas B tumorigénica.
Adicionaiments, los agenies quimicos, ciloloxinas o agentes radiactivos
pueden ser unidos directaments o indirectaments al anticuerpo anti-CD20 de
forma que el agents es “entregado” selectivamente al antigeno de CD 20
que expresa células B. Com ambos criterior, el objetivo primario es destruit
el tumor. El criterio especifico dependerd del anticuerpo anti-CD20 particular
que 9o utiliza. Asl, es obvio que los diferentes criterios para el marcado del
antigeno de CD20 pueden variar considerablemente,

[0012] El anticuerpo rituximab (RITUXAN®) es un dominio constanie
de murina quimérica humana gama 1 diseflado genéticamente que contiene
anticuerpo monocional dirigido contra el antigeno de CD20 humano. Este
anticuerpo quimérico contiene dominios constants humanos gama 1 y es
identificado con el nombre de "C2B88" en la Pat. U.S. No. 5,738,137
(Andersen et. al.) emitida el 17 de Abrl do 1998, asignada a IDEC
Pharmaceuticals Corporation. El RITUXAN® esth aprobado para el
tratamienio de pacientes con finfoma de no Hodkin de céiula B recurrente o
refractiva de grado bajo o folicular, positivo a CD20. Los estudios de
mecanismo de accién in vitro han mostrado que ol RITUXAN® exhibe
citotoxicidad humana dependiente del complemento (CDC)Reff et. al, Blood
83 (2): 435-445 (1994)). Adicionaiments, exhibe actividad significativa en los
ensayos que miden la clictoxicidad celular dependients de anticuerpo
(ADCC). E! RITUXAN® ha mostrado poseer actividad anti-proiiferativa en
ensayos de incorporacién de timidina y una habilidad limitada para inducir
apdptosis directaments, mientras que jos anticuerpos de CD20 no (Maloney
et al,, Blood 88 (10). 637a (1966)).
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Glicosiiacién de anticuerpo

[0013) El componente oligosacirido puede afectar significativamente
las propledades relevantes a la eficacia de una glicoproteina terapéutica,
incluyendo la establlidad fisica, resistencia al ataque de proleasa,
interacciones con el sistama inmune, farmacocinética, y actividad biologica
especifica. Tales propledades pueden depender no solaments de la
presencia o ausancia, sino de las estructuras especificas de oligosacéridos.
Se pueden hacer algunas generalizaciones entre la estructura de
ofigosacérido y funcién de glicoproteina. Por sjemplo, clertas estructuras de

slogosacérido median la depuracién répida de la glicoproteina deade la
corriente sanguinea a través de las interacciones con proteinas de enlace a

carbohidrato especifico, mientras que otras pueden enlazarse mediante
anticuerpos y disparar reacciones inmunes no deseadas. (Jenkins eof al.,
Nature Biotechnol. 14: 975-81 (1996)).

[0014] Las céiulas mamiferas son los huéspedes preferidos para la
produccién de glicoproteinas terapéuticas, debido a su capacided de
glicosilar proteinas en la forma més compatible para aplicacién humana.
(Cumming ef al., Glycoblology 1. 115-30 (1991); Jenkins of al, Nature
Biotechnol. 14: 975-81 (1906)). Las bacterias muy rara vez glicosiian
proteinas, y como otros tipos de huéspedes comunes, tales como levaduras,
hongos filamentosps, células de insecto y planta, producen patrones de
glicosilacién asociados con depuracién répkia deede la cofriente sanguines,
interacciones inmunes indeseadas, y en alguncs casos especificos, actividad
bioldgica reducida. Entre las céiulas mamiferas, las células de ovario de
hamster Chino (CHO) han sido las més com(nmente usadas durants las dos
Gitimas décadas. Ademés de dar patrones de giicosllacion adecuados, estas
céiulss permiten la generacién consistende de lineas de células cionales
altamenie productivas y genéticaments estables. Pueden ser cultivadas a
sitas densidades en birmeaciores sencillos usando medio kibre de suero, y
permiten el desarrolio de bioprocesos seguros y reproducibles. Otras células
animales comunmente usadas incluyen células de rificon de hamster (BHK),
céiuilas de miecloma de raidn NSO y SP20. Més recientements, |a
produccién de animals trasngénicos también ha sido ensayada. (Jenkins of
al., Nature Blotechnol. 14: 975-81 (19986)).
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[0015) Todos los anticuerpos contienen estructuras de carbohidrato en
posiciones conservadas en regions constants de cadena pesada, tenlendo
cada isolipo una distrbucion distinta de estructuras de carbohidrato
enlazadas a N, que afectan variablemenio en ensable de proteina, la
secrecién o la actividad funcional. (Wright, A. y Mormrison, S. L., Trends
Biotech. 15: 26-32 (1997)). La esctructura del carbohidrato enlazado a N
varia consikierablements, dependiendo del grado de procesamiento, y puede
incluir oligosacéridos altos en manosa, ramificados méitiplements asl como
de complejo de biantena. (Wright, A., y Momrison, S. L., Trends Blotech. 15:
26-32 (1907)). Tipicaments, hay procesamiento heterogéneo de las
estructuras de oligosacérido de nicleo unidas en un sitio de glicosilacién
particular de forma que incluso los anticuerpos monocionales axisten como
glicoforrmos miiltiples. Asimismo, s8 ha mostrado que las diferencias
importantes en la glicosliacién del anticuerpo ocurren entre las lineas de
célula, e incluso se ven diferencias menores para una linea de célula dada
cultivada bajo condiciones de cultivo diferentes. (Lifely, M. R. et al.,

Glycablology 5 (8): 813-22 (19965)).

[0016] Una forma de obtener grandes aumenios en la potencia,
mientras se mantiene un proceso de produccion sencllo y evitando
potenciaimente efecios secundarios significativos undeseados, es mejorar
fias funciones efecioras naturales mediadas por célula efectora de los
anticuerpos monocionales disefiando su componente oligosacérido como se
describe en Umafia, P. ef al., Nature Blofechnol. 17: 176-180 (1999) y la Pat.
U.S. No. 6,602,684, cuyos contenidos completes estin incorporados aqul
para referencia. Los anticuerpos del tipo IgGl, los anticuerpos mis
comunmenis usados en [a inmunoterapia die cancer, son glicoproteinas que
tisnen un sitio de glicosilacion enlazado a N conservado en Asn297 en cada
dominio CH2. Los dos oligosacividos de biantena complejos unidos a
Asn287 estin enterrados entre los dominios CH2, que forman contactos
extensos con la estructura del polipéptido, y su presencia es essncial para
que el anticuerpo medie las funciones efecioras tales como citoloxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC) (Lifely, M. R., et al., Glycoblology
5: 813-822 (1905); Jefferis, R., ot al., immunol Rev. 163: 50-76 (1908);
Wright, A. y Morrison, 8. L., Trends Biofechnol. 15: 26-32 (1887)).
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[0017] Los inventores presentss mostraron anteriormente que la
sobreexpresién en células (CHO) de ovario de himster Chino de B(1.4)-N-
acstiigiucosaminiitransferasa Il ("GnTIllI*), una giycosiltransferasa que
cataliza (a formacibn de oligosaciridos bisecados, aumenta
significativamente la actividad ADCC in vitro de un anticuerpo monocional
quimérico anti-neurcblastoma (chCE7) producida por las céiulas CHO
disefiadas. (Ver Umafia, P. et al., Nature Biotechnol. 17: 176-180 (1998); y
Publicacién Intemacional No. WO 868/54342, cuyos contenidos totales estén
incorporados aqul para referencia). El anticuerpo chCE7 pertenece a una
gran clase de mAbs no conjugadas que tienen alta afinidad y especificidad
de tumor, pero muy poca potencia para ser clinicamente Gtiles cuando se
producen en lineas de células indusirisles estindar que carecen de la
enzima GnTill (Umaaa, P., of al., Neture Biotechnol. 17 176-180 (1998)).
Ese estudio fue el primero en mostrar que se podrian obtener grandes
sumenios de la actividad de ADCC diseflando céiulas que producen
anficuerpo para expresar to GnTlll, que también conduce a un aumento en la
proporcién de oligosacéridos bisecados, asociados con (Fc) de regidn
constante, incluyendo oligosacéridos bisecados, no fucosiados, por encima
de los niveles encontrados en los anticuerpos que se encueniran
naturalments.

[0018] Permanece una necesidad de criterior terapéuticos mejorados
que marcan el antigeno de CD20 para el tratamiento de linfomas de céiula B

on primates, incluyendo, pero sin imitarse a humanos.

BREVE RESUMEN DE LA INVENCION

[0018) Reconociendo el tremendo potencial terapéutico de las
moléculas que se enlazan a antigeno (ABMs) que tienen ia especificidad de
enlace del anticuerpo B-Ly1 de murina y que han sido giicodisefiados para
mejorar la afinidad de enlace al receplor FF¢ y funcién efectora, los presentes
inventores desarroliaron un método para producir tales ABMs. infer alia, este
mélodo incolucra producir anticuerpos recombinantes, quiméricos o
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fragmentos quiméricos de los mismos. La eficacia do estas ABMs se mejora
ademés disefiando el peifil de giicosliacion de la region Fc del anticuerpo.

[0020] En consecuencia, en un aspecto, la invencion eetd dirigida a un
polinuciedtido alsiado que comprende: (a) una secuencia seleccionada de un
grupo que consiste de: SEQ ID NO.: 5, SEQ ID NO.: 6 y SEQ ID NO. : 7.
(CDRsVH-1); (b) una secuencia seieccionada de un grupo que consisie de:
SEQ ID NO. : 21, SEQ ID NO. : 22 y SEQ ID NO. : 23. (CDRsVu-2); y SEQ
ID NO: 24. En otro aspecio, la invencién estd dirigida a un polinuciedtido
alsiado que comprende SEQ ID NO.: 8, SEQ ID NO.: 9 y SEQ ID NO.: 10.
(CDRs VL). En una realizacion, cualquiera de estos polinuciedtidos codifica

un polipéptido de fusion.

[0021] En un aspecio adicional, la invencion estd dirigida a un
polinuciedtido aislado que comprende la SEQ ID No.: 3 En otro aspecio, la
invencitn esté dirigida a un polinucieétido aislado que comprende la SEQ ID
No.: 4. En un aspecto adicional, la invencion estd dirigida a un polinuciedtido
aislado seleccionado del grupo que consiate de la SEQ ID No: 29; SEQ D
No: 31; SEQ ID No: 33; SEQ ID No: 35; SEQ ID No: 37; SEQ ID No: 39;
SEQ ID No: 41; SEQ ID No: 43; SEQ ID No: 45; SEQ ID No: 47: SEQ ID No:
49; SEQ ID No: 51; SEQ ID No: 53; SEQ ID No: §5; SEQ ID No: 657; SEQ ID
No: 59; SEQ ID No: 61 ; SEQ ID No: 63; SEQ ID No: 65; SEQ ID No: 67;
SEQ ID No: 68; y SEQ ID No: 71. En otro aspecto, la invencién estd dirigida
a un polinucledtido aislado que comprende la SEQ ID No.: 76. En una
realizacidn, tales polinuciedtidos codifican los polipéptidos de fusion.

[0022) La invencién se dirige ademds a un polinuciedtido aislado que
comprende una secuencia que tiene al menos 80% de identidad a ia SEQ ID
NO: 3, en donde sicho polinucietido alslado codifica un polipéptido de
fusion. En un aspecio adicional, la invencién esth diigida con un
polinuciedtido aislado que comprende una secuencia que tiene al mencs
80% de identificacién a la SEQ ID NO: 4, en donde dicho polinuciedtido
aislado codifica un polipéptido de fusién. La invencidn estd ademds dirigiia a
un polinuciedtido aislado que comprende una secuencia que tiene almence
80% de identidad a una secuencia seleccionada del grupo que consiste de
SEQ ID No: 29; SEQ ID No: 31; SEQ ID No: 33; SEQ ID No: 35; SEQ ID No:
37; SEQ ID No: 39; SEQ ID No: 41; SEQ ID No: 43; SEQ ID No: 45; SEQ ID
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No: 47; SEQ ID No: 49; SEQ ID No:51; SEQ ID No: §3; SEQ ID No: §5; SEQ
ID No: §7; SEQ ID No: 5§9; SEQ ID No: 81; SEQ ID No: 63; SEQ ID No: 65;
SEQ ID No: 67; SEQ ID No: 68; y SEQ ID No:71, en donde dicho
polinuciedtido aislado codifica un polipéptido de fusion. En un aspecto
adicional, la invencion estd dirigkka a un polinuciedtido ailslado que
comprende una secuencia que tiene al menos 80% de identidad a la SEQ ID
NO: 75, en dodnde dicho polinuciedtido aistado codifica un polipéptido de
fusion.

[0023] Le invencidn se disige ademés a un polinucleStido que
comprende la SEQ ID NO: 11 (cadena pesada total), o0 a polinuciedtidos que
tienen 80%, 85%, 90%, 956% o 99% de identidad a la SEQ ID NO: 11. La
invencion también estd dirigida a un polinuciedtido que comprende SEQ 1D
NO: 12 (la cadena ligera total), o a polinuciettidos que tienen 80%, 85%,
90%, 85% o 99% de identidad a SEQ ID NO: 12.

{0024] La invencién también estd dirigida a un polinucledtido alslado
que codifica un polipéptido quimérico que tiene la secuencia de SEQ ID
No.:1. En una realizacién, el polinucledtido comprende una secuencia que
codifica un polipéptido que tiene la sacuencia de SEQ ID No.:1; y una
secuencia que codifica un polipéptido que tiene |a secuencia de una regién
Fc de anticuerpo, 0 un fragmento de la misma, de una especia diferente a la
de ratdn. La invencién también esth dirigida a un polinuciettido alsiado que
codifica un polipéptido quimérico que tiene una secuencia seleccionada del
grupo que consiste de SEQ ID No: 30; SEQ ID No: 32; SEQ ID No: 34; SEQ
ID No: 36; SEQ ID No: 38; SEQ ID No: 40; SEQ ID No: 42; SEQ ID No: 44;
SEQID No : 46; SEQ ID No: 48 ; SEQ ID No: 50; SEQ ID No: §2; SEQ 1D No:
54; SEQ ID No: 56; SEQ ID No: 58; SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ ID
No: 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID No : 68; SEQ ID No: 70; y SEQ ID No: 72.
En una realizacitn, el polinuciedtido comprende una secuencia que codifica
un polipéptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste
de SEQ ID No: 30; SEQ ID No: 32; SEQ ID No: 34; SEQ ID No: 36; SEQ (D
No: 38; SEQ ID No: 40; SEQ ID No: 42; SEQ ID No: 44; SEQ 1D No: 48;
SEQ ID No: 48 ;SEQ ID No : 50; SEQ ID No: 52; SEQ ID No: 54; SEQ ID No:
58; SEQ ID No: 58; SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ ID No: 64; SEQ ID
No: 68; SEQ ID No: 68; SEQ ID No: 70; y SEQ ID No : 72; y una secuencia
que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de la region Fc de

10S
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anticuerpo, 0 un fragmenio de la misma, de una especie diferents a la de
raton.

[0026]) En ya otro aspecto, la invencién estd dirigida a un
polinuciedtido alslado que codifica un polipéptido quimérico que tiene la
secuencia de SEQ ID No.. 2. En una realizacion, el polinuciettido
comprende una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la secuencia
de SEQ ID No.: 2; y una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de una regién Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de
una especie diferents al ratén. En ya otro aspecio, la invencién esta dirigida
a un polinuciedtido aisiado que codifica un polipéptido quimérico que tiene la
gsecuencia de SEQ ID No.. 76. En una realizacidn, el polinuciedtido
comprende una sscuencia que codifica un polipéptido que tiene la secuencia
de SEQ ID No.: 76; y una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de una region Fc de anticuerpo, o un fragento de la misma, de
una especie diferente a la de ratdn.

[0026] La invencién también estd dirigida a un polinucieétido aisiado
que comprende una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
region VH del anticuerpo B-Lyl de murina, o variantes funcionales de la
misma, y una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la secuencia
de una reegién Fc de anticuerpo, © un fragmenioc de la misma, de una
especie diferents a ia de ratén. En olro aspecto, ia invencidn estd dirigida a
un polinuciedtido asislado que comprende una secuencia que codifica un
polipéptido que tiene la regién VL del anticuerpo B-ly! de nuwina, o
variantes funcionales de la misma, y una secuencia que codifica un

polipéptido que tiene la secuencia de una region Fc de anticuerpo, 0 un
fragmento de la misma, de una especie diferents a la de ratdn.

[0027] La invencién se dirige ademés a un vecior de expresion que
comprende cuaiquiera de los polinucledtidos aislados descritos anteriores, y
a una célula huésped que comprende tal vector de expresion. En un aspecio
adicional, la invencién esth dirigida a una céluia huésped que comprernde
cuaiquiera de los polinucieétidos aislados descritos anteriorments.

[0026) En un aspecio, la invencién estd dirigida a un polipéptido
alslado que comprende: (a) una secuencia seleccionada de un grupo que
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consiste de: SEQ ID NO.: 15, SEQ ID NO.: 16 y SEQ ID NO. : 17. (CDRs
VH-1) ; (b) una secuencia seleccionada de un grupo que consiste de: SEQ
ID NO. : 25, SEQ ID NO.: 26 y SEQ ID NO. : 27 (CDRs VH-2); y SEQ ID NO:
28, en donde dicho polipéptido es un polipéptido de fusién. En otro aspecto,
la Invencién esta dirigida a un polipéptido aislado que comprende la SEQ ID
NO. : 18, SEQ ID NO.: 19 y SEQ ID NO. : 20. (CDRs VL), en donde dicho

polipéptido es un polipéptido de fusién.

[0029) La invencién también estd dirigida a un polipéptido quimérico
que comprende la secuencia de SEQ ID NO.: 1 o0 una variante de la misma.
La invencién se dirige ademés a un polipéptido quimérico que comprende la
secuencia de SEQ ID NO. : 2 0 una varianto de la misma. En una
realizacion, cualquiera de esios polipéptidos comprende ademés una regién
Fc humana. La invencion también estd dirigida a un polipéptido quimérico
que comprende una secuencia seleccionada del grupo que consiste de SEQ
ID No : 30; SEQ ID No: 32; SEQ ID No: 34; SEQ ID No: 36; SEQ ID No: 38;
SEQ ID No: 40; SEQID No: 42; SEQ ID No: 44; SEQID No: 46; SEQ ID No:
48; SEQ ID No: 50; SEQ ID No: 52; SEQ ID No: 54; SEQ ID No: 56; SEQ ID
No: §8; SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ ID No: 64; SEQ ID No: 66:
SEQ ID No : 68; SEQ ID No: 70; y SEQ ID No: 72, o una varianis de Ia
misma. La invencién se dirige ademés a un polipéptido quimérico que
comprende |la secuencia de SEQ IDNO.: 76 o una variante de la misma. En
una realizacién, cusiquiera de estos polipéptidos comprende ademés una
regién Fc humana.

[0030]) En otro aspecio la invencin esth dirigida a un polipéptido que
comprende una secuencia derivada del anticuerpo B-Ly1 de murina y una
secuencia derivada de un polipéptido heteriogo y a una molécula que se
onlaza a antigeno que comprende tal polipéptido. En una realizacién la
molécula que se enlaza a antigences un anticuerpo. En una realizacién
preferida, el anticuerpo es quimérico. En otra realizacion preferida, el
anticuerpo es humanizado o primatizado.

[0031] En un aspeciv adicional, la invencién estd dirigida a un
polipéptido sislado que comprende la SEQ ID NO: 13 o una variante de la
misma. En otro aspecto, la invencién estA dirigida a un polipéptido aisiado
que comprende la SEQ ID NO: 14.
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[0032] En ofro aspecio, (a invencién esth dirigida a una ABM, que es
capaz de comperir con el anticuerpo B-Lyl de murina para enlazarse a
CD20 y que es quimérica. En una reakizacién, la ABM es un anticuerpo o un
fragmento de la misma. En una realizacién adicional, la ABM es un
anticuerpo recombinants que comprende una regibn VH que fiene una
secuencia de amino écido seleccionada del grupo que consiste de SEQ ID
NO.:1 ; SEQ ID No: 30; SEQ ID No: 32; SEQ ID No: 34; SEQ ID No: 36; SEQ
ID No: 38; SEQ ID No: 40; SEQ ID No: 42; SEQ ID No: 44; SEQ ID No: 48;
SEQ ID No: 48; SEQ ID No: 50; SEQ ID No: 52; SEQ ID No: 54; SEQ ID No:
§6; SEQ ID No: 58 ; SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62;SEQ ID No: 64; SEQ ID
No : 66; SEQ ID No : 68 ; SEQ ID No: 70; y SEQ ID No: 72. En otra
realizacion, la ABM es un anticuerpo recombinante que comprende una
region VL que tiene una secuencia de amino écido seleccionada del grupo
consistente de SEQ ID NO.: 2 y SEQ ID NO: 76. En una realizacion adicional
la ABM es un anticverpo recombinants que es primatizado. En ya una
realizacion adicinal la ABM es un anticterpo recombinants que ee
humanizado. En otra realizacion, la ABM es un anticusrpo recombinants que
comprende una region Fc humana. En una realizacién adicional, cualquiera
de las ABMs discutidas anteriorments pueden estar conjugadas con una
midad tal como una toxina o un radiomarcador.

[0033] La invencién se relaciona ademés con una ABM de la presente
invencién, dicha ABM tfiene ofigosacéiridos modificados. En una realizacién
los oligosacéridos modificados tienen fucosliacién reducida comparada con
oligosacéridos no modificados. En ofras realizaciones, los oligosacéridos
modificados son hibridos o complejos. En una realizacién adicional, la ABM
tiene una proporcidn aumeniada de oligosacéiridos no fucosilados o
bisecados, oligosacéridos no fucosilados en la regién Fc de dicha molécula.
En una realizacion, los oligosacéridos no fucosiiados bisecados son hibridos.
En una realizacién adicional, los oligosacéridos fucosilados bisecados son
complejos. En una realizacién, al menos 20% de los oligosaciridos en (a
region Fc de dicho polipéptido son no ficosiados o bisecados, no
fucosiiados. En realizaciones més preferidas, al menos 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70% o 76% o més de los oligosacéridos son no
fucosilados o bisecados, no fucosiiados.
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[0034] La invencién se relaciona ademés con un polinuciedtido que
codifica cuaiquiera de las ABMs diacutidas anteriorments, y a vectores de
expresion y células que comprenden tal polinuciedtido.

[0036] La invencién se relaciona ademés con un método para producir
una ABM, que es capaz de competir con el anticuerpo B-Ly1 de mwrina para
onlazarse a CD20 y en donde dicha ABM es quimérica; dicho método
comprende: (a) cultivar una célula huédsped que comprende un polinucieétido
que codifica una ABM de la presents invencibn en un medio bejo
condiciones que permiten la expresién de dicho polinucledtido que codifica
dicha ABM; y (b) recuperar dicha ABM del cuiltivo resultante.

[0036] En otro aspecio, la invencion estd relacionada con una
composicion farmacéutica que comprende la ABM de la invencién. Se
contempia que la composicién farmacéutica pueda ademés comprender un
vehiculo, un adyuvante farmacéuticamente aceptable, 0 una combinacién de
los mismoe.

[0037] En un aspecio adicional, la invencién esta relacionada con un
método para trater un trastomo fratable por la deplecion de célula B. El
método comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de la
ABM de la presents invencion a un sujeto humano en necesidad de la
misma. En una realizacién preferkia, el trastomo es fratado por Ia
administracién de una ABM que es un anticuerpo quimérico, o un fragmento
quimérico de un anticuerpo.

[0038) En ya otro aspecio, la invencién estd relacionada con una
céiula huésped diseflada para expresar al menos un écido nucieico que
codifica un polipéptido que tiene actividad GnTIll, en una cantidad suficiente
para modificar los oligosacéridos en la regién Fc producidos por la célula
huésped, en donde la ABM es capaz de compertir con el anticuerpo B-Ly1
de murina para enlazarse a CD20, y en donde la ABM es quimérica. En una
realizacidn, el polipéptido que tiene actividad GnTIli, es un polipéptido de
fusion. En otra realizacién, la ABM producida por la cékila huésped es un
anticuerpo o un fragmento de apticuerpo. In a further realizacion, la ABM
comprende una regién equivalents a la regién F¢ de un igG humano.
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[0038] La invencién también esté dirigida a un polinuciedtido aisiado
que comprende al menos una region determinante de complementariedad
del anticuerpo B-Ly1 de murina, 0 una variante o truncacién de la misma,
que contiene al menos los residucs determinantes de especificidad pama
dicha regién determinanio de complementariedad, en donde dicho
polinuciedtido aislado codifica un polipéptido de fusion. Preferiblemente,
tales polinuciedtidos aislados codifican un polipéptido de fusién que es una
molécula que se enlaza a antigeno. En una realizacién, el palinuciedtido
comprercie tres regiones determinantes de complementariedad del
anticuerpo B-Ly! de mwrina, 0 formas variantes o0 truncaciones de las
mismas que contiene al menoce los residucs determinantes de especificidad
para cada una de dichas fres nregiones determinanies de
complementariedad. En otra realizacién, el polinucledtido codifica la regién
varigble entera de la cadena pesada o ligera del anticuerpo aquimérico (e.g.,
humanizado). La invencién estd dirigida ademés & los polipéptidos
codificados por tales polinuciedtidos.

[0040] En otra realizacidn, la invencion esti dirigida a una cmolécula
que combina antigeno que comprende al menos una regién determinants de
complementariedad del anticuerpo B-Ly1 de mwrina, o una forma varianie o
truncacién del mismo, que contiene al mence los residuos determinantes de
especificidad para dicha regién determinante de complementariedad, y que
comprende una secuencia derivada de un polipéptido heterdiogo. En una
realizacién, la molécula que enlaza antigeno comprende tres regiones
determinantes de complementariedad del anticuerpo B-Lyl de murina, o
formas variantes o truncacién de las mismas, que contienen al menos los
residucs delerminantes de especifickiad para cada una de ias regiones
detarminantes de complementariedad. En otro aspecto, la molécula que se
enlaza a antigeno comprende la regién variable de una cadena ligera o
pesada de anticuerpo. En una realizacién particularmente Gtil, la molécula
que se enlaza a antigeno 6s aquimérica, e.g., humanzada, anticuerpo. La
invencion también esté dirgida a métodos para preparar tales moléculas que
se enlazan a antigeno, y el uso de las mismas en el tratamiento de trastomo,
incluyendo linfomas de célula B.



[0041] La presenis invencién es Ia primera instancia conocida en la
cual un anticuerpo anti-CD20 tipo Il ha sido diseflado para tener funciones
effecioras aumentadas tales como ADCC, mientras a(in retisnen habilidad
de apdptlosis potents. En consecuencia, la presents invencion esta dirigida a
un anticuerpo anti-CD20 tipo |l disefiado, que tiene ADCC aumentada como
un resultado de dicho disefio y sin pérdida de la habllidad sustancial para
inducir apdpiosis. En una realizacitn, los anticuerpos ant-CD20 Tipo Il han
sido disefiados para tener un patron alterado de glicosiiacién en la regién Fc.
En una realizacién particular, la glicosiiacion alterada comprende un nivel
aumentado de residuos complejos bisecados en la region Fc. En otra
realizacion particular, la glicosilacién alterada comprende un nivie reducido
de residuos de fucosa en la regién Fc. En otra realizacion, los anticuerpos
anti-CD20 Tipo || anticuerpos tienen disefio de polipéptido sometido. La
invencin se dirige ademés a métodos para preparar tales anticuerpos Tipo
Il disefiados, y a métodos para usar iales anticuerpos en el tratamiento de
diferentes trastornos de celula B, incluysndo linfomas de célula B.

[0042) La célula huésped de la presents invencibn se puede
seleccionar del grupo que incluye, pero no se limita a, una célula CHO, una
célula BHK, una céiuia NSO, una célula SP2/0, una céiula de misloma YO,
una céiula de mieloma de ratn P3X63, una céiula PER, una célula PER. C6
o una céiula de hidridoma. En una realizacién, la célula huésped de la
invencién comprende ademés un polinuciedtido transfectado que comprende
un polinuciedtido que codifica la regién VL del anticuerpo B-Ly1 de murina o
variantes de la misma y una secuencia que codifica una region equivalents a
la regién Fc de una inmunoglobulina humana. En otra realizacién, la célula
huésped de la invencién comprende ademds un polinucieStido trasnfectado
que comprende un polinuciedtido que codifica la regién VH del anticuerpo B-
Ly1 de murina o variantes de las mismas y una secuencia que codifica una
region equivalents a la regién Fc de una inmunogiobulina humana.

[0043) En un aspecio adicional, la invencion esth dirigida a una célula
huésped que produce una ABM que axhibe afinidad de eniace al receptor Fc
sumentada yfo funcién efectora aumentada como un resultedo de la
modificacién de sus oligosacéridos. En una realizacion, la afinidad de enlace



aumentada es a un receptor Fc, particularments, el receptor FcyRIIIA. La
function efeciora contemplada aquli se puede seleccionar del grupo que
incluye, pero no se limita a, cotitoxicidad cellular mediada por Fc aumentada;
enlace aumentado a células NK: enlace aumentado a macrofagos; enlace
aumentado a céiulas polimorfonucieares; enlace aumentado a monocios;
sefializacion directa aumentada que induce apbpiosis; maduracién de célula
dendritica aumentada; y copiado de odlula T aumentado.

[0044] En una realizacién adicional, la céiula huésped de la presente
invencién comprende al mencs un écido nucleico que codifica un polipéptido
que tiene actividad GnTIll que estd operablemente enlazado a un elemenio
promotor constitutivo.

[00485] En ofro aspecto, la invencién estd dirigida a un método para
producer una ABM en una célula huésped, que comprende: (a) cultivar una
céiula huésped disefiada para expresar menos un polinuciediido que codifica
un polipéptido de fusién que tiene actividad GnTIll bajo condiciones que
permiten (a produccién de dicha ABM y que permite la modificacién de los
oligosacéridos presentes en la regién Fc de dicha ABM; y (b) aislar dicha
ABM; en donde dicha ABM es capaz de competir con el anticuerpo B-Ly1 de
murina para enlazarse a CD20 y en donde dicha ABM es quimérica. En una
realizacion, el polipéptido que tiene actividad GnTIll es un polipéptido de
fusion, que comprende preferiblemente el dominio catalltico de GnTlll y el

dominio de localizacién Golgi de un polipéptido residente en Golgi heterSiogo
seleccionado del grupo que consiste del dominio de localizacion de

menosidasa I, e dominio de localizacin de p(1,2)-N-
acetiigiucosaminiitransferasa | ("GnTl"), ol dominio de localizacion de
manosidasa J, e dominio de localizacin de B(1,2)-N-

acetiiglucosaminiitransferasa 1| ("GnTII*), y el dominio de localizacién de
fucosiliransferasa de nicleo a-8. Preferiblements, el dominio de localizaciéon
Golgl es de manosidasa Il o GnTl.

[0048) En un aspecio adicional, la invencion esth dirigida a a método
para modificar el perfil de glicosiiacion de una ABM anti-CD20 producida por

una célula huésped que comprande introducir en la céiula huésped al mencs
un écido nucleico o vector de expresitn de ia invencién. En una reallzacion,
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la ABM es un anticuerpo o un fragmento del mismo; que comprende
preferiblements la regién Fc de un IgG. Atemativaments, el polipéptido es
una proteina de fusidén que Incluye una regién equivalents a la regién Fc de

un IgG humano.

[0047] En un aspecio, la invencién esté relacionada con un anticuerpo
recombinants, quimérico, 0 un fragmento del mismo, capaz de competir con
ol anticuerpo B-lyl de muwrina para enlazarse a CD20 y que tiene
fucosilacién reducida.

[0048] En otro aspecto, la presente invencién eetd dirigida a un
método pera modificar la glicosliacién del anticuerpo recombinante o un
fragmento del mismo de la invencién usando un polipéptido de fusién que
tiene actividad GnTlll y que comprende el dominio de localizacién Golgi de
un polipéptido residents Goigl heterdiogo. En una realizacion, los
polipépiidos de fusidn de ia invencion comprenden el dominio catalitico de
GnTIil. En otra realizacién, el dominio de locallzacién Goigl se selecciona del
grupo que consiste de: el dominio de localizacién de manosidasa I, el
dominio de localizacién de GnTl, el dominio de localizacién de manoeidasa |,
ol dominio de localizacion de GnTll y ol dominio de locallzacién de
fucosiitranferasa de nicleo a-8. Preferiblemente, el dominio de lozalizacién
Goigi es de manosidasa Il o GnTl.

[0040] En una realizacién, el método de la invencion esté dirigido a
producir un anticuerpo recombinante quimérico o un fragmento del mismo,
con oligosacéridos modificados en dondo dichos oligosaciridos modificados
tienen fuscosiiacion reducida comparado con oligosacéridos no modificados.
De acuerdo con la presente invencin, esios ocligosacéridos modificados
pueden ser hibridos 0 complejos. En otra realizacién, el méiodo de la
invencion esté dirigido a producir un anticuerpo recombinants quimérico o un
fragrmento del mismo que tiene una proporcién aumentada de oligosacéridos
bisecados no fucosiiados en la regién Fc de dicho polipéptido. En una
realizacién, los oligosacéiridos bisecados no fucosiiados son hibridos. En otra
realizacidn, los oligosacéridos bisecado no fucosiiados son complejos. En
una realizacion adicional, el método de la invencion esté dirigido a produci
un anticuerpo recombinante quimérico o un fragmento del mismo, que tiene
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al menos 20% de los oligosacéridos en la regién Fc de dicho polipéptido que
son bisecatos, no fucosilados. En una realizacion preferida, al menos 30%

de los oligosacéridos en la region Fc de dicho polipéptido son bisecados no
fucosilados. En otra realizacion preferida, en donde al mencs 35% de los
oligosacéridos en la regidn Fc de dicho polipéptido son bisecados, no
fucosiiados.

{0050] En un aspecio adicional, la invencién estd dirigida a un
anticuerpo recombinante quimérico o un fragmento del mismo, que muestira
una afinidad aumentada de enlace al receptor Fc y/o funcién efectora
aumentada como resultado de la modificacion de sus oligosacéridos. En una
realizacitn, la afinidad de enlace aumentada es a un receplor de activacion
de Fc. En una realizacién adicional, el receptor Fc es el receplor de

activacién de Fcy, particularments, el receptor FoyRIIIA. La funcidn efeciora
contempiada aqul se puede seleccionar del grupo que incluye, pero no se
limita a, citotoxicidad celular mediada por Fc aumentada; enlace aumentado
a células NK; enlace aumentado a macrofagos; enlace aumentado a células
poiimorfonucieares; eniace aumentado a monoclios; sefializacién derecta
aumentada que induce apdplosis; maduracidn de céiula dendrdtica
sumentada; y copiado de célula T aumentado.

[0051) En otro aspecto, la invencion esth dirigida a un fragmento de
anticuerpo recombinante, quimérico, que tiene especificidad de enlace al
anticuerpo B-Ly1 de murina y que contiene la regién Fc, que esté disefiado
para tener funcién efeciora aumentada producida por cualquiera de los
métodos de la presente invencidn.

[00562] En otro aspecto, (a presente invencion estd dirigida a una
proteina de fusion gie incluye un polipéptido que tiene la secuencia de SEQ
ID NO: 1 y una regién equivalents a la regién Fc de una inmunogiobulina y
disefiada para tener funcién efectora aumentada producida por cusiquiera de
los métodos de la presente invencion.

[0053] En otro aspecio, la presente invencion esth dikigida a una
proteina de fusién que incluye un polipéptido que tiene la secuencia de SEQ
ID NO: 2 y una region equivalents a la Region Fc de una inmunoglobulina y
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disefiada para tener funcién efectora aumentada producida por cuaiquiera de
los métodos de la presente invencién.

[0054]) En un aspecio, la presents invencion estd dirigida a una
composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo recombinante
quimérico, producido por por cuaiquisra de los métodos de la presente
invencién, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otro aspecio, la
presents invencién estd dirigida a una composicion farmacéutica que
comprende un fragmento de anticuerpo recombinante quimérico producido
por cusiquiera de los métodos de la presents invencién, y un vehiculo
farmacéuticaments aceptable. En otro aspecto, la presente invencién esth
dirigida a una composicién farmacéutica que comprende una proteina de
fusién producida por cualquiera de los métodos de la presente invencién, y
un vehiculo famacéuticaments aceptable.

[0055] La invencién esth dirigida ademés con un método para el
tretamiento de un trastomo tratable mediants la deplecion de células, que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva del

anticuerpo recombinants, quimérico o un fragmento del mismo, producido
por cuaiquiera de los métodos de la presente invencion, a un sujeto humano
en necesidad del mismo.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0056) FIG 1. Secuencia de nuciedtido (SEQ ID NO: 3) y amino écido
(SEQ ID NO: 1) de la regidn Vy del B-Ly1 de murina.

[0067) FIG 2. Secuencia de nuclestido (SEQ ID NO: 4) y amino écido
(SEQ ID NO: 2) de la region V. del B-Ly! de murina.

[0058] FIG 3. Eniace de Rituximab (0) y ch-B_Lyl (A) a CD20 sobre
céiuias de linfoma B Raji.

[0058] FIG 4. Deplecion de célula B por Riuximab® (O) y ch-B_Lyl (A)
en sangre entera de las tres clases diferentes del genotipo FoyRllla-158V/F:
(A) sangre entera de un donor F/F, homocigético para el receptor de sfinidad
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inferior; (B) sangre entera de un donor F/V, heterocigbtico para el receptor
de afinidad; y (C) sangre entera de un donor V/V, homocigitico para el

receplor de afinidad superior.

[0060] FIG 5. Secuencia de nucleétido (SEQ ID NO: 11) y amino écido
(SEQ ID NO: 13) de la cadena pesada de un anticuerpo anti-CD20
quimérico.

[0061] FIG 6. Secuencia de nucledtido (SEQ ID NO: 12) y amino écido
(SEQ ID NO: 14) de la cadena ligera de un anticuerpo anti-CD20 quimérico.

[0062] FIG 7. Secuencias de nucledtido y amino écido de CDRs del
anticuerpo B-Ly1 de murina. (A) CORs predichos para la regién Vy. (B)
CDRs predichos para la regién V.

[0063] FIG 8. Perfl MALDI-TOF de un anticuerpo B-Ly1 quimérico
glicodisefiado. (A) Tabla que detalla los porcentajes de picos especificos; (B)
Espectro para B-Ly! quimérico giicodisefiado; (C) Espectro para el B-Ly1
quimérico glicodisefiado tratado con Endo-H.

[0064] FIG 9. Enlace de diferentes anticuerpos anti-CD20
humanizados a células B Raji. Las diferencias entre el constructo B-HH2 y
los constructos B-HLS y B-HL 11 estéin localizadas en las regiones de marco
1 y 2 con los tres CDRs idénticos. B-HLS y B-HL11 tienen sus secuencias
FR1 y FR2 derivadas de la clase VH3 humana, mientras que el marco de B-
HH2 completo es derivado de VH1 humano. B-HL11 es un derivado de B-
HL8 con la mutacidn simple GluiGin, siendo Gin el residuo de amino écido
on ol construcio B-HH2. Esto significa que el intercambio Glul Gin no altera
la afinidad de enlace o intensidad. Las oiras diferencias entre B-HH2 y B-
HL8 son residuos 14 FR, de los cuales uno 0 més influenciarén el

comportamienio de eniace a antigeno de este anticuerpo.

[0065) FIG 10. Enlace del anticuerpo ant-CD20 BHLA-KVA1
humanizado en células objetivo Raji. El constructo B-HL4 se deriva del
anticuerpo B-HH2 reemplazando ol FR1 de B-HH2 con el de la secuencia
VH1_45 de linea germinal humana. Este construcio muestra capacidad de
enlace a antigeno disminuida en gran medida, a pesar de tener diferentes
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amino 4cidos en solaments tres posiciones dentro de FR1. Estos residucs
estén localizados en las posiciones 2, 14, y 30 de acuerdo con la
numeracién Kabat. De estos, la posicion 30 perece ser la posicibn més
influyents, porque es parte de la definicién Chothia de CDR1.

[0086] FIG 11. Comparacién del comportamiento de enlace entre B-
HH1, B-HH2, B-HH3, y el anticuerpo B-Ly1 parental. Los datos muestran que
fodss las Abs exhiben un valor EC50 similar, pero el construcio B-HH1 se
enlaza con una intensidad/estaquimetria inferior que las variantes B-HH2 y
B-HH3. B-HH1 puede ser distinguido de B-HH2 y B-HH3 por sus regiones
CDR1 y CDR2 parcisiments humanas (definicion Kabat), asi como el
polimorfismo Ala/Thr en la posicién 28 (numeracion Kabat). Esto indica que
cuaiquier 28, el CDR1 completo, y/o el COR2 completo es importante para la
interaccion del anticuerpo/antigeno.

[0087] FIG 12. La comparacién de B-HL1, B-HH1, y el anticuerpo B-
Ly1 parental. Los datos mostraron ausencia de cualquier antividad de enlace
on ol constructo B-HL1, y cerca de la milad de la intensidad/estequimeiria de
enlace de B-HH1 comparada con B-Lyl. Ambos B-HL1, asl como B-HH1,
ostdn disefiados con base en marcos de acepior derivados de la clase
humana VH1. Entre otras diferencias, la posicion 71 (numeracién Kabet) del
constructo B-HL1 es una diferencia notoria, indicando su importancia

putativa para el enlace de antigeno.

[0088) FIG 13. Andlisis fluorociiométrico de la capacidad del
anticuerpo ant-CD20 a su antigeno. Los datos mostraron que los
consirucios B-HL2 y B-HL3 no muestran actividad de enlace de CD-20.

[0069) FIG 14. Apéptosis de anticuerpos anti-CD20 en células MCL Z-
138.

[0070] FIG 15. ApGplosis por anticuerpos anti-CD20. Detalles del
ensayo: 5 x 105 células/agujero fueron sembradas en placas de 24 agujeros
(5 x 105 células/mi) en medio de cultivo. 10 mg del respectivo Ab, PBS para
control negativo o Camptotecina 5mM (CPT) control positivo, se agregaron a
los agujeros. Las muestras fueron incubadas o/n (16 h), tefiidas con AnnV-
FITC y analizadas mediante FACS. El ensayo se realizd en triplicados. (*):
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Sefial para PBS solo sustraido (PBS solo produjo 8% y 2% AnnV+ para
células PR-1 y Z-138 respectivaments). Anticuerpos usados aqui: C288
(quimérico, no glicodisefiado); BHH2-KV1 (humanizado, no glicodisefiado).
Nota: este ensayo no involucra ninguna céiula efeciora adicional, solo
objetivos més anticuerpo o controles.

{0071) FIG 16. Muerte de células objetivo por anticuerpos anti-CD20
con células efectoras inmunes. Detalles del ensayo: deplecion de células B
en incubacién durante la noche de sangre entera normal y anélisls para
CD19+/CD3+ mediante FACS. ADCC usando PBMCs como efeciores,
incubacién de 4 h, relacién efector:objetivo de 25:1, muerte de objetivo
medida por relencién de calceina con relacion a lisis de detergente (100%) v
a lisis sin Ab (0%). Anficuerpos usados: C288 (forma quimérica, no
glicodisefiada); BHH2-KVIiwt (forma humanizada, no glicodisefiada de
BHH2-KV1); BHH2-KV1-GE (forma humanizada, glicodisefiada de BHIH2-
KV1).

[0072] FIG 17. Perfi de MALDUTOF-MS de oligosacéridos Fc
liberados por PNGasa de anticuerpo CD20 anti-humano B-Ly11 humanizado
BHH2-KV1 IgG1 no madificado, no glicodisefiado.

[0073] FIG 18. Perfii de MALDUTOF-MS de oligosacéridos Fc
liberados por PNGasa de anticuerpo CD20 ant-humano Byl igG1
humanizado g1 BHH2-KV1. El giicodisefio se hizo mediante la co-expresién
en células huésped de genes de anticuerpo y enzimas que codifican gen con
actividad catalftica de p-1,4-N- acetiiglucosaminiitransforasa Il (GnT-lll).

[0074) FIG 19. Perfi de MALDUTOF-MS de oligosacéridos de Fc
liberados por PNGasa de anticuerpo CD20 anti-humano de B-lyl IhG g2
humanizado BHH2-KVI glicodisefiado. EI glicodisefio se hizo mediante la co-
expresion en células huésped de genes de anticuerpo y enzima que codifica
genes con actividad catsiitica de B-1,4-N- acetiigiucosaminiitransferasa lil
(GnT-111) y que codifica enzima con actividad catalitica Golgi a-manosidasa
1

N



[0075] FIG 20. Enlace de anticuerpcs no giicodisefiados y
glicodisefiados hal receptor FogamaRllla humano mostrado en la superficie
de células CHO-CD16 recombinantes.

[0076] FIG 21. Apdptosis de anticuerpos anti-CD20 de Fc no disefiada
o Fc diseftada sobre células MCL Z-138. Detalles del ensayo: § x 105
celis/agujero fueron sembradas en placas de 24 agujeros (5 x105 celis/ml)
en medio del cultivo. 10 mg del Ab respectivo, PBS para el control negativo
se agregaron a los agujercs. Las muestras fueron incubadas o/n (16 h),
tefiidas con AnnV-FITC y analizadas mediante FACS. En ensayo se hizo en
triplicados. Abs usado:; C2B8 = rituximab (forma quimérica, no glicodisefiada,
igual que la forma comercial); BHH2-KV1 (humanizado, no disefiado — ver
Figua 6 para el perfi de glicosiiacidn); BHH2-KV1 gi (humanizado,
glicodisefiado — ver Fig. 7 para el perfi de glicosilacién); BHH2-KV1 g2
(humanizado, glicodisefiado — ver Fig 8 para el perfil de glicosllacién). Nota:
Este ensayo no involucra ninguna céiula efectora adicional, solo objetivos
més anticuerpo o controles. (*): Sefial para PBS s0lo sustraido.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0077)] Los términocs usados son los generalmente usados la técnica, a
menoes que se definan de otra forma.

[0078] Como se usa aqul, el término anticuerpo pretende incluir
moléculas de anticuerpo enieras, incluyendo anticuerpos monocionales,
poficionales y multisspecificos (e.g., biespecificos), asl como fragmentos de
anticuerpo que tienen la Regién Fc y retienen especificidad de enlace, y
proteinas de fusidn que incluyen una region equivalents a la Regién Fc de
una inmunogiobulina y que retienen especificidad de enlace. También se

abarcan anticuerpos humanizados, primatizados y quiméricos.

[0078] Como se usa aqul, el tdrmino Region Fc se refiere a la regién
terminal C de una cadena pesada de IgG. Aunque (os limites de la Regién
Fc de una cadena pesada de IgG pueden variar ligeraments, la Region Fc
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de cadena pesada de IgG humano estd definida para estirarse deade el
residuo de amino écido en la posicién Cys226 al terminal carboxilo.

[0080] Como se usa aqul, el término region equivalente a la Regién Fc
de una inmunogiobulina pretende incluir variantes alélicas de la Region Fc
que se encuentran naturaiments de una inmunogiobulina asl como variantes
que alteraciones que producen sustituciones, adiciones o eliminaciones pero
que no disminuyen sustanciaimente la habllidad de la inmunogiobulina para
mediar las funciones efecioras (tales como citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo). Por ejempio, uno 0 més amino écidos pueden ser borrados
del terminal N o el terminal C de la Regién Fc de una inmunoglobulina sin
pérdida sustancial de funcidn Dbioldgica. Tales variantes se pueden
seleccionar de acuerdo con regias generales conocidas en la técnica con el
fin de tener el efecto minimo sobre la actividad. (Ver, e.g., Bowle, J. U. et al.,
Sclence 247: 1306-10 (1990).

[0081] Como se usa aqul, ol témino moMcula que se enlaza a
antigeno se reflere en su sentido més amplio a una molécula que se enlaza
especflicaments a un determinands antignico. Més especificaments, une
molécule que se eniaza a CD20 es una molécula que se enlaza
especificaments a una fosfoproteina no glicosliada de superficie celular de
35,000 Daltons, tipicaments designada como antigeno Bp36 de
diferenciacién restringida de Rnfocito B8 humano, referida cominments como
CD20. "Se enlaza especificamente” significa que el enlace es selectivo para
el antigeno y puede ser discriminado de interacciones no deseadas 0 no

especificas.

[0082] Como se usa aqul, los términos fusién y quimérico, cuando se
usan en referencia a polipéptidos tales como ABMs se refiere a polipéptidos
que comprenden secuencias de amino écido derivadas de dos 0 més
polipéptidos heterSlogos, tales como porciones de anticuerpos de especies
diferentes. Para ABMs quiméricas, por sjemplo, los componentes de enlace
a no antigeno se pueden derivar de una amplia variedad de especies,
incluyendo primates tales como chimpancés y humanos. La region constante
de la ABM quimérica es lo més preferiblements sustanciaimente idéniica a la
regién constanie de un anticuerpo humano natural; la region variable del
anticuerpo quimérico es lo més preferiblements sustancialimente idéntica a la
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de un anticuerpo antiCD-20 recombinante que tiene la secuencia de amino
&cido de la region variable de B-ly! de murina. Los anticuerpos
humanizados son una forma particularments preferida de anticverpo de
fusién o quimérico.

[0083] Como se usa aqui, un polipéptido que tiene “actividad GnTlII"
se refiere a polipéptidos que son capaces de catalizar la adicién de un
residuo de N-acetiigiucosamina (GicNAc) en la unién p-14 a la manceida
enlazada por p del niicleo de trimanosil de oligosacéridos enlazados por N.
Esto incluye polipéptidos de fusién que muestran actividad enzimética similar
a, pero no necesariaments idéntica a una actividlad de p(14)N-

acetiigiucosaminiitransferasa (Ii, también conocida como f-1.4-manosil-
gliicoproteina 4-beta-N-acetiigiucosaminii-transferasa (EC 2.4.1.144), de
acuerdo con el Comité de Nomenclatura de la Unién Infemacional de
Bioquimica y Biologia Molecular (NC-JUBMB), medido en un ensayo
bioldgico particular, con o sin dependencia a la dosis. En el caso en que
existe dependiencia a la dosis, no necesita ser idéntica a la de GnTlll, pero
que es sustanciaimente similar a la dependencia de dosis en una actividad
dada comparada con la GnTIill (I. e., o polipéptido candidato exhibiré mayor
actividad 0 no més de 25 veces mencs y, preferblemente, no més de
aproximadamente 10 veces mencs activilad, y més preferiblements, no més
de aproximadamente tres veces menos actividad con relacion a la GnTIL.)

[0084) Como se usa aqui, el término variante (o andlogo) se refiere a
un polipéptido que difiera de un polipéptido citado especificamente de la
invencién por inserciones, eliminaciones y sustituciones de amino écido
creadas usando, o.g., técnicas de ADN recombinanis. Las variantes de las
ABMs de la presente invencidn incluysn moléculas que se eniazan a
antigeno quiméricas, primatizadas o humanizadas en donde uno o varios de
los residuos de amino écido eetdn modificados por sustitucion, adicién yo
eliminacién de forma que no afectan sustanciaimente la afinidad de enlace a
antigeno (e. g., CD20). Guia para determinar que residuos de amino acido
pueden ser resmplazados, adicionados o eliminados sin abolir las
actividades de interés, se puede encontrar comparando la secuencia del
polipéptido particular con la de péptidos homdiogos y minimizando e nimero
de camblos de secuencia de amino écido hechos en las regiones de alka
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homologia (regiones conservadas) o reemplazando amino écidos con
secuencia de concenso.

[0085]) Altemativaments, las variantss de recombinants que codifican
esios polipéptidos iguales o similares se pueden sinterizar o seleccionar

v

haciendo uso de la “redundancia® en el cidigo genético. Se pueden .

introducir varias sustituciones de codon, tales como los cambios silencicsocs
que producen varios sitios de restriccién, para optimizar la clonacion en un
vector de plésmido o viral o la expresién en un sistema procaridtico o
eucarittico particular. Las mutaciones en la ssecuencia de polinucieétido se
pueden reflejar en el polipéptido o dominios de otros péptidos adicionados al
polipéptido para modificar las propiedades de cualquier parte del polipéptido,
para cambiar caracleristicas tales como afinidades de enlace s ligando,
afinidades intercadena, o velocidad de degradacitn/recambio.

[0088] Preferiblements, las “"sustituciones” de amino acido son el
resultado de reemplazar un amino écid con olro amino écido que tiene
propiedades estruciurales y/o quimicas similares, i.e., resmplazos de amino
écido conservadores. Las sustiluciones de amino écido "conservadoras® se
pueden hacer con base en la similitud de polaridad, carga, solublidad,
hidrofobicidad, hidrofiiicidad, y/o la naturaleza anfipitica de los resiiucs
involucrados. Por ejemplo, amino dcidos no polares (hidrofébicos) incluyen
slanina, leucina, iscleucina, valina, prolina, fenylalanina, triptofan, y
metionina; amino écidos polares neutros incluyen glicina, serina, treonina,
cisteina, tircsina, asparagina, y giutamina; amino &cidos cargados
positivamente (bésicos) incluyen arginina, lisina, e histidina; y amino écidos
cargados negativamente (écidos) incluyen écido aspértico y écido glutdmico.
Las “inserciones™ o "eliminaciones” estin preferiblemente en el rango de
aproximadaments 1 a 20 amino écidos, més preferiblemente 1 a 10 amino
écidos. La variacion permitida puede determinares experimentalements
haciendo inserciones, eliminaciones © sustituciones de aminoécidos
sisteméticaments en una molécula de polipéptido usando tcecnicas de ADN
recombinante y ensayando (as variantes recombinantes resuitantes para
actividad.

[0087] Como se usa aqui, el término humanizado se usa para referirse
a una molécula que se eniaza a antigeno derivada de una molécula que se
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enlaza a antigeno no humana, por ejemplo, un anticuerpo de murina, que
retiene o retiene sustancialments las propledades de enlace a antigeno de la
molécula base pero que es menos inmunogénica en humanos. Esto puede
lograrse por varios mélodos que incluyen (a) injertar los dominios variables
no humanocs enteros en las regiones constantes humanas para generar
anticuerpos quiméricos, (b) injertar solo los CDRs no humanos en marco
humano y regiones constantes con o sin retencién de residuos de marco
criticos (e.g., aquellos que son importantes para retener buena afinidad de
enlace a antigeno o funciones de anticuerpo), o (c) trasplantar los dominios
variables no humanos enteros, pero "sncubriendolos” con una seccién tipo
humana mediante el reemplazo de residucs de superficie. Tales métodos
estén revelados en Jones et al., Morrison et al., Proc. Nafl. Acad. Scl., 81:
6851-6855 (1984); Momison y Ol, Adv. Immunol, 44: 65-02(1988),
Verhoeyen et al., Sclence, 239: 1534-1636 (1968); Padian, Molec. immun.,
28: 480-498 (1901); Padian, Molec. /mmun., 31 (3). 168-217 (1984), todos
los cuales estén incorporados aqul para referencia en su fotalidad.
Generaimente hay 3 regiones determinantes de complementariedad, o
CDRs, (COR1, CDR2 y CDR3) en cada uno de los dominios variables de
cadena pesada y ligera de un anticuerpo, que estén flanqueados por cuatro
subregiones de marco (i.e., FR1, FR2, FR3, y FR4) en cada uno de los
dominios variables de cadena pesada y ligera de un anticuerpa: FR1-CDR1-
FR2-CDR2-FR3-CDR3-FR4. Una discusion de anticuerpos humanizedos se
puede encontrar, infer afls, en la Patente U.S. No. 6,632,027, y en |a
Solicitud publicada U.S. No. 2003/0175260, ambas incorporadas aqul para
referencia en su totalidad.

[o088] Iguaimente, como se usa aqul, el tdmino primatizado se usa
para referirse a una molécula que so enlaza a antigeno derivada de una
molécula que se enlaza a antigeno de no primats, por ejemplo, un
anticuerpo de murina, que retiene o retiene sustanciaiments las propledades
de enlace a antigeno de la molécula base, pero que es mence

inmuno‘genica en primates.

[0089] En el caso en que hay dos 0 mis definiciones de un témino
que 86 usa y/o es aceptado en la técnica, la definicién del tgermino como se
usa aqul pretende incluir iodos aquellos significados a menos que se declare
especificaments lo contrario. Un ejempio especifico es el uso del término
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“region determinante de complementariedad™ ("CDR") para describir los
sitios de combinacién de antigeno no continuos encontrados dentro de la
region variable de los polipéptidos de cadena pesada y ligera. Esta region
particular ha sido descrita por Kabat et al., Dep. U.S. de Salud y Servicios
Humanos, "Sequences of Proteins of immunological Interest” (1983) y por
Chothia et al., J. Mol. Biol. 196: 901-817 (1887), que estén incorporadas aqul
para referencia, en donde las definiciones incluyen sobreposiciones o
subconjunios de residucs de amino écidos cuando son comparados entre sl.
Sin embargo, la aplicacion de cualquier definicion para referirse a una CDR
de un anticuerpo o variantes de los mismos pretende estar dentro del
aicance del término como de ha definido y usado aqul. Los residuos de
amino &cido apropiados que abarcan las CORs definidas por cada una de
las referencias citadas anieriormente estén establecidas en la Tabla | como
una comparacion. Los nGimeros de residuo exactos que abarcan una COR
particular variarén dependiendo de la secuencia y tamafio de la CDR. Los
expertos en la técnica pueden rutinariaments determinar que residucs
comprenden una COR particular dada la secuencia de amino écido de regién
variable del anticuerpo.

TABLA 1. Definiciones de CDR"

Kabat Chothia AbM
Vu CDR1 31-35 2632 26-35
Vi CDR2 50-65 52-68 50-56
Vi CDR3 95-102 95-102 85-102
Vi CDR1 24-34 26-32
V. CDR2 50-56 " 5052
V. COR3 89-97 91-86

1 La numeracién de todas las definiciones de CDR en Ia Tabla 1 es de
acuerdo con las convenciones de numeracion establecidas por Rabat et al.
(ver més adelante)

[0090] Kabat ot al. también definié un sistema de numeracién para
secuencias de dominio variable que es aplicable a cualquier anticuerpo.

Aquel de conocimiento comdn en la técnica puede asignar sin ambiguedad
oste sistema de “numeracion Rabat” a cualquier secuencia de dominio
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variable, sin basarce en cuaiquier dato experimental més alld de [a
secuencia misma. Como se usa aquli, "numeracién Kabat" se reflere al
sistema de numeracion eetablecido en Kabat et al., Departamento
Americano de Salud y Servicios Humanos, "Secuencia de proteinas de
interés inmunolégico” (1683). A menos que se especifique de otra forma, las
referencias a la numeracidn de posiciones de residuo de amino écido
especificos en una ABM estén de acuerdo con el sistema de numeracién
Kabat. Las secuencias del listado de secuencias (i.e., SEQ ID NO: 1 a SEQ
ID NO: 78) no estén enumerada de acuerdo al sistema de enumeracién
Kabat.

[0091] Por un écido nucleico o polinuciedtido que tiene una secuencia
de nucledtido al menos, por ejempio 95% “idéntica” a una secuencia de
nucledtido de referencia de la presents intencién, se pretende que la
secuencia de nucledtido del polinucieétido es idéntica a la secuencia de
referencia excepio que la secuencia de polinucieftido puede incluir hasta
cinco mutaciones de punio por cada 100 nucledtidos de la secuencia de
nucledtido. En otras palabras, para obtener un polinuciedtido que tiene una
secuencia de nucledtido al menos 95% idéntica a una secuencia de
nucledtido de referancia, hasta 5% de los nucledtidos en la secuencia de
referencia pueden ser eliminados o sustituidos con otro nucledtido, o un
nGmero de nuciedtidos hasta 5% de los nucledtidos totales en la secuencia
de referencia pueden ser insertados en la secuencia de referencia. La
secuencia de pregunta puede ser la secuencia entera mostrada en cualquier
figura de FIG. 24 o FIG. 25.

[0082] Como una materia préctica, si una molécula de écikio nuciéico
particular o polipéptido es al menos 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 87%, 88% o
99% idéntica a una secuencia de nucledtido o secuencia de polipéptido de la
presenite Invencién puede determinarse convencionaimente usando
programas de computadora conocidos. Un método preferido para
determinar la mejor coincidencia global entre una sscuencia de pregunta
(una secuencia de la presente invencidn) y una secuencia sujeto, también
referido como un alineamiento de secuencia giobal, se puede determinar
usando el programa de computadora FASTDB basado en el algoritmo de
Brutiag ef al., Comp. App. Bloscl. 6: 237-245 (1690). En una alineacion de
secuencia las secuencias de pregunta y sujeto son ambas secuencias de
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AND. Una secuencia de RNA puede ser comparada conviertiendo las U's a
T's. El resultado de dicha alineacién de secuencia giobal esth en porcentaje
de identidad. Los pardmetros preferidos usados en una alineacién FASTDB
de secuencias de ADN pera calcular el porcoentaje de identidad son:
Matriz=Unitaria, k-tuple=4, Penalidad de no coincidencia = 1, Penalidad de
Unién =30, Longitud del gurpo de aleatorizacion =0, Puntaje de corte = 1,
Penalidad de brecha = 5, Penalidad de Tamafio de brecha 0.05, Tamafio de
ventana = 500 o Ia longitud de la secuencia de nucledtido sujeto, la que sea
més corla.

[0093] Si la secuencia sujeto es més corta que la sacuencia de
pregunta por las sliminaciones 5' ¢ 3', no por eliminaciones intemnas, se debe
hacer una correccién manual a los resultados. Esto es porque el programa
FASTDB nmo cuenta par alas truncaciones 5’ y 3' de la secuencia sujeto
cuando se calcula el porcentaje de identidad. Para las secuencias sujelos
truncadas en los extremos 5 0 3', con relacion a la secuencia de pregunta, el
porcentaje de identidad es corregido caiculando el nimero de bases de la
secuoncia de pregunia que son §' y 3' de la secuencia sujeto, que no
coinciden/estén alinsadas, como un porceniaje de las bases fotales de la
secuencia de pregunta. Si un nucleétido coincide/esta alineado se determina
mediante los resultados de la alineacién de secuencia FASTDB. Este
porcentaje es entonces sustraido del porcentaje de identidad, calculado por
ol programa FASTDB anterior usando los pardmetros especificados, para
egar a un puntaje de porcentaje de identidad finel. Este puntaje comegido
es ol que se usa para los propdsiios de la presente invencién. Solamente
las bases fuera de las bases 5' y 3' de la secuencia sujeto, como se
muestran en la alineacién FASTDB, que no coinciden/estén alineadas con la
secuencia de pregunta, son calculadas pera los propésiios deo ajustar
manuaimente el puntaje de porcentaje de identidad.

[0094] Por ejamplo, una secuencia sujeto de 80 bases es alineada a
una secuencia de pregunta de 100 bases para determinar el porcentaje de
identidad. Las eliminaciénes ocurren en el extreme 5° de la secuencia sujeto
y por lo tanto, la alineacién FASTDB no muestra una coincidencia/alineacién
de las primeras 10 bases en ol extremo 5. Las 10 bases no emparejadas
representan el 10% de la secuencia (nimero de bases en los extremos 5'y
3’ que no coinciden/nimero total de bases en la secuencia de pregunta) de



forma que ol 10% es sustraido del puniaje de porcentaje de identidad
calculado por el programa FASTDB. Si las 90 bases restantes estuvieran
coincidieran perfectamente, el porcentaje de identidad final serfa 80%. En
otro ejemplo, una secuencia sujelo de 90 bases es comparada con una
secuencia de pregunta de 100 bases. Esta vez las eliminaciones son
eliminaciones intemas de forma que no hay bases en 5o 3' de la secuencia
sujeto que no coinciden/estén alineadas con la de pregunta. En este caso el
porcentaje de identidad calculado por FASTDB no se comige manuaiments.
De nuevo, solamente las bases 5 y 3' de la secuencia sujelo que no
coinciden/estén alineadas con la sacuencia quiery se corrigen manuaimente
cormegidas. No se hace ninguna otra comeccién manual para los propdsitos
de la presente invencion.

[0095] Por un polipéptido que tiene una secuencia de amino é&cido al
menos, por ejemplo, 85% "idéntica” a una secuencia de amino écido de
pregunta de la presents invencién, se pretende que la secuencia de amino
écido del polipéptido sujeto sea idéntica a la secuencia de pregunta excepto
que la secuencia de polipéptido sujeto puede incluir hasta cinco alteraciones
de amino écido por cada 100 amino écidos de la secuencia de amino écido
de pregunta. En otras palabras, para obiener un polipéptido que tenga una
secuencia de amino écido al mencs 85% idéntica a una secuencia de amino
écido de pregunta, hasta 5% de los residuos de amino écido en |la secuencia
sujeto puede ser insertada, eliminada, o sustituida con otro amino écido.
Estas alieraciones de la secuencia de referencia pueden ocumir en las
posiciones del terminal amino o carboxi de la secuencia de amino écido de
referencia 0 en cualquier parte entre aquellas posiciones terminales,
intercaladas ya sea individuaimente entre residuos en la secuencia de
referencia 0 en uno o més grupos contiguos dentro de la secuencia de
referencia.

[0096] Como una material préctica, si cuaiquier polipéptido particular
os al menos 80%, 85%, 80%, 95%, 96%, 97%, 968% o 89% idéntico a un
polipéptido de referencia, se puede determinar convencionaliments usando
programas de computadora conocidos. Un método preferido para determiner
la major coincidencia entre una secuencia de pregunta (una secuencia de la
presents invencién) y una secuencia sujelo, también referido como una
alineacion de secuencia giobal, sé puede determinaer usando el programa
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de computadora FASTDB basado en el sigoritmo de Brutlag et al.,, Comp.
App. Bioscl. 6: 237-245 (1990). En una alineacién de secuencia, las
secuencias de pregunta y sujeto son ambas secuencias de nucledtido o
ambas secuencias de amino écido. El resultado de dicha alineacién de
secuencia giobal estd en porcentaje de identidad. Los parémetros preferidos
usados en una alineacion FASTDB de amino écido son: Matriz=PAM 0, k-
tuple=2, Penalidad de no coincidencia = 1, Penalidad de Unidn = 20,
Longitud de Grupo de aleatorizacién =0, Puntaje de corte = 1, Tamafio de
ventana = longitud de secuencia, Penalidad de brecha = §, Penalidad de
tamafio de brecha = 0.05, Tamafio de Ventana =500 o la longitud de la
secuencia de amino écido sujeto, la que sea més corta.

[0097] Si la secuencia sujeto es més corta que la secuencia de
pregunta debido a las eliminaciones del terminal N- 0 C-, no debidas a
eliminaciones intemas, se debe hacer una comeccibn manual a los
resultados. Esto se debe a que el programa FASTDB no tiene en cuenta las
truncaciones de terminal de N- y C- de la secuencia sujeio cuando se calcula
ol porceniaje de identidad global. Para las secuencias sujeto truncadas en
los terminales N- y C-, con relacién a la secuencia de pregunta, ol porcentaje
de identidad es corregido calculando el nGmero de residucs de la secuencia
de pregunta que son terminal N- y C- de la secuencia sujeto, que no
coinciden/estén alineadas con un reskiuo sujeto correspondients, como un
porcentaje de ias bases totales de la secuencia de pregunta. Si un residuo
coincide/esta alineado se determina por los resuitados de la alineacién de
secuencia FASTDB. Este porceniaje es entonces sustraido del porcentaje de
identidad, calculado por el programa FASTDB anterior usando los
parémetros especificados, para llegar a un punisje de porcentaje de
identidad final. Este puntaje de porceniaje de identidad final es el que se usa
pera los propGsiios de la presente invencion. Solamente los residucs en los
terminales N- C- de la secuencia sujelo, qeus no coinciden/estin alineados
con la secuencia de pregunta, son conskieradas para los propdeiios de
ajustar manuaiments el puntsje de porcentaje de identidad. Esto es,
solamente lss posiciones de residuo de pregunta fuera de los residucs més
lejados de los terminales N- y C-de la secuencia sujeto.

[0098] Por ejemplo, una secuencia sujeto de residuo de amino #cido
90 estd alineada con una secuencia de pregunta de residuo 100 para



determinar el porcentaje de identidad. La eliminacién ocurme en el tarminal N-
de la secuencia sujeto y por lo tanto, la alineacion FASTDB no muestra una
coincidencia/alineacion de los primeros 10 residucs en el terminal N-. Los
10 residuos no emparejados representan el 10% de la secuencia (nGmero de
residuos en los terminales N- y C- no emparejados/nimero fotal de residuos
en ia secuencia de pregunta) de forma que 10% es sustraido del puntaje de
porcentaje de identidad calculado por el programa FASTDB. Si los 80
residuos restantes coincidieron perfectaments, el porcentajde de identidad
final seria 90%. En otro ejemplo, una secuencia sujeto de 90 residucs es
comparada con una sacuencia de pregunta de 100 residuce. Esta vez las
eliminaciones son eliminaciones intemas de foorma que no hay residucs en
los terminales N- 0 C- de la secuencia sujeio con no coinciden/estén
alineados con la de pregunta. En este caso el porcentaje de identidad
calculado por FASTDB no se corrige manualments. Una vez més, solamentis
las poeiciones de residuo fuera de los extremos de terminals N- y C- de la
secuencia sujeto, como se muestra en la alineacion FASTDB, que no
coincidenvestin alineados con la sscuencia de pregunta se coirigen
manuaimente. No se hace niguna otra comecccidn manual para los
propbsiios de la invencién.

[0099] Como se usa aqul, un écido nucieico que "se hibridiza bejo
condiciones severas® a una secuencia de écido nucieico de la invencién, se
refiers a un polinuciedtido que se hibridiza en una incubacién durante la
noche a 42 °C en una solucién que comprende 50% de formamida, Sx88C
(NaCl 750 mM, citrato de sodio 75 mM), fosfato de sodio 50 mM (pH 7.6), 5x
solucién de Denhardt, 10% de suifaio de dexiran, y 20ug/mi de ADN de
esperma de salmdn cortado, desnarutalizado, seguido por lavado de los
filtros en 0.1x SSC a aproximadaments 65 °C.

{0100] Como se usa aqui, el término dominio de jocallzacion Golgi se
refiere a la secuencia de amin cécido de un polipéptido residents en Golgl
que es resonsable de anclar el polipéptido en la ubicacién dentro del
complejo Golgl. Generaiments, ios dominios de localizacion comprenden
“colas” terminales de amino de una enzima.

[0101) Como se usa aqul, ol thrmino funcién efeciora se reflere a
aquellas actividades bioldgicas que son aftribuibles a la Region Fc (una



Region Fc se secuencia nativa o0 una Regién Fc variante de secuencia de
amino &cido) de un anticuerpo. Ejemplos de funciones efecioras de
anticuerpo incluyen, pero no se limitan a, afinidad de enlace de receptor Fc,
citotoxicidad celular dependients de anticuerpo (ADCC), fagociiosis celular
dependients de anticuerpo (ADCP), secrecion de citocina, captacién de
antigeno mediada por el complejo inmune por células que presentan
antigeno, regulacion descendente de recstores de superficie celular, elc.

[0102] Como se usa aqul, el término disefiar, diseflado, que disefla y
disefio de glicosilacién se considera que incluyen cuaiquier manipulacién del
patrén de glicosilacién de un polipéptido que se encuentra naturaiments o
recombinante o fragmenio del mismo. El diseflo de glicosllacion incluye
disefio metabdiico de la maquinaria de glicosllacion de una célula,
incluyendo manipulaciones genéticas de las rutas de sintesis de
oligosacérido para alcanzar giicosliacion alterada de giicoproteinas
expresadas en células. Adicionaiments, el disefio de glicosilacion incluye los
efecios de las mutaciones y el ambilents cellular a la glicosliacion.

[0103] Como se usa aqul, ol témino cékie hudsped cubre cualquier
caso de sistema cellular que puede ser disefiada para generar los
polipéptidos y las moléculas que se eniazan a antigeno de la presents
invencion. En una reslizacién, la célula huésped es disefiada para permitir la
produccién de una molécula que se enlaza a antigeno con glicoformas
modificadas. En una realizacién preferida, la molécula que se enlaza a
antigeno es un anticuerpo, fragmento de anticuerpo, o proteina de fusion. En
clertas realizaciones, las células huésped han sido manipuladas
adicionalmente para expresar niveles aumeniados de uno o més
polipéptidos que tienen actividad GnTIll. Las células huésped incluyen
células cultivadas, e.g., células cultivadas mamiferas, tales como células
CHO, células BHK, células NSO, células SP2/0, células de misloma YO,
células de misloma de ratdn P3X63, células PER, células PER.CS o células
de hibridoma, células de levadura, células de insecto, y células de planta,
por nombrar solemante unas pocas, pero también células comprendidas
dentro de un animal transgénico, planta transgénica o planta cultivada o
tejido de animal. .
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[0104] Como se usa aqul, el término cifoloxicidad colkdar mediada por
Fe incluye citotoxicidad celular dependients de anticuerpoy cliotoxicidad
celular mediada por una proteina de fusién de Fc soluble que contiene una
regibn Fc humana. Es un mecanismo immune que conduce a la lisis de
"células marcadas por anticuerpo” por "células efecioras inmunes humanas”,
on donde:

[0105] Las céknNas efoctoras inmunes humanas son una poblacién de
lsucocitos que muestran receptors Fc sobre su superficie a través de la cual
so enlazan a la regién Fc de anticuerpos o de proteinas de fusién de Fc y
realizan funciones efectoras. Tal poblacién puede incluir, pero sin limitarse
8, células mononuciearee de sangre periférica (PBMC) y/o células asesinas
naturales (NK).

{0108] Las céklas marcadas por anticuerpo son céiulas enlazadas por
los anticuerpos o proteinas de fusion Fc. Los anticuerpos o proteinas de
fusién Fc se enlazan a céiulas objetivo mediants el terminal N- de la parte de
proteina a la Regién Fc.

[0107) Como se usa aqul, el término ciofoxicidad celar mediade por
Fc aumentada se define como ya sea un aumento del nimero de “células
marcadas por anticuerpo® que son lisadas en un tiempo dado, a una
concentracién dada de anticuerpo, o de proteina de fusion Fc, en el medio
que circunda las células marcadas, mediante el mecanismo de cltotoxicidad
celular mediado por Fc definido anteriorments, y/o una reduccién de la
concentracién de anticuerpo, o de proleina de fusién Fc, en el medio que
circunda las células objetivo, requerido para alcanzar la lisis de un nimero
dado de "células marcadas por anticuerpo®, en un tiempo dado, mediante el
mecanismo de citotoxicidad celular mediado por Fc. El aumento de la
citotoxicidad cellular mediada por Fc es relative a la citoloxicidad cellular
mediada por el mismo anticuerpo, o proteina de fusion Fc, producida por el
mismo tipo de células huésped, usando los mismos métodos de produccién,
purificacion, formulacién y aimacenamiento esténdar, que son conocidos por
los expertos en la técnica, pero que no han sido producidos por céiulas

huésped disefladas para expresar la glicosiitransferasa GnTlll mediante los
métodos deacritos aquil.



[o108) Anticuerpo que tiene clofoxicided celiular dependienie de
anticuverpo aumentade (ADCC) se refiers a un anticuerpo, como el #mino
definido aqul, que tisne ADCC asumentada determinada por cuasiquier
método adecuado conocido por los experios en la técnica. Un ensayo de
ADCC in vitro aceptado es el sigulente:

1) El ensayo usa células objetivo que con conockias por expresar el
antigeno cbjetivo reconocido por la regién que se eniaza a antigeno del
anticuerpo;

2) ol ensayo usa células mononucieares de sangre pexiférica humana
(PBMCs), asisiades de sangre de un donor saludable escogido
aleatoriaments, como células efectoras;

3) el ensayo se realiza de acuerdo con el siguients protocolo:

i) las PBMCs son aisladas usando procedimienios de
centrifugacién de densidad esténdar y son suspendidas a 5 x 10°
células/ml en medio de cultivo de célula RPMI;

i) las cdlulas objetivo son cultivadas mediante métodos de cullivo
de Wjido estdndares, recolectadas de la fase de crecimiento
exponencial con una viabllidad mayor de 90%, lavadas en medio de
cultivo de célula RPMI, marcadas con 100 micro-Curles de "'Cr,
lavadas dos veces con medio de cultivo de célula, y resuspendidas en
medio de cultivo de célula a una densidad de 10° célules/mi;

i) 100 microlitros de la suspensién de célula objetivo final anterior,
son transferidos a cada agujero de una placa microtiuladora do 96-
agujeros;

iv) el anticuerpo se diluye seriaimente de 4000 ng/mi a 0.04 ng/mi
en medio de cultivo de célula y 50 microlitros de las soluciones de
anticuerpo resultante son agregadas a las células objetivo en la placa
microtituladora de 66-agujeros, ensayadas en ftriplicado varias



concentraciones de anticuerpo que cubren el rango ftotal de
concentracién anterior;

v) pama los controles de liberacion méxima (MR), 3 agujeros
adicionales en la placa que contiene las células objetivo marcadas,
recben 60 microliros de una solucion acuosa al 2% (V) de
detergents no iénico (Nonidet, Sigma, St. Louis), en lugar de la
solucién de anticuerpo (punto Iv anterior);

vi) pera los controles de liberacion esponténea (SR), 3 agujeros
adicionales en la placa que contiene las cékilas objetivo marcadas,
reciben 50 microlitros de medio de cultivo de célula RPMI en lugar de

la solucidn de anticuerpo (punto iv anterior);

vi) la placa microtiuladora de 968 agujeros es entonces
centrifugada a 50 x g por 1 minuto e incubada por 1 hora a 4 °C;

vil) 50 microlitros de la suspensién de PBMC (punto | anterior) se
agregan a cada agujero para producer un efector: relacién de célula
objetivo de of 25:1 y las placas son colocadas en un incubador bajo
atmésfera al 5% de CO2 a 37 °C por 4 horas;

ix) el sobrenadante libre de célula de cada agujero es recolectado
y la radiactividad liberada experimentaiments (ER) es cuantificada
usando un contador gama;

X) ol porcentaje de lisis especifica se calcula para cada
concentracion de anticuerpo de acuerdo con la foomula (ER-MRY
(MRSR) x 100, en donde ER es la radiactividad promedio
cuantificada (ver punto bx anterior) para esa concentracién de
anticuerpo, MR es el promedio de radiactividad cuantificada (ver punto
ix anterior) para los controles de MR (ver punto v anterior), y SR es la
radiactividad primedio cuantificada (ver punto ix anterlor) para los
controles de SR (ver punto vi anterior);

4) "ADCC aumentada” se define como ya sea un aumento del porcentaje
méximo de lisis especifica observada dentro del rango de concentracién de
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anticuerpo probado anteriorments, y/o una reduccion de concentracién de
anticuerpo requerida para sicanzar la mitad del porcentaje méximo de lisis
especifica observada dentro del rango de concentracién de anticuerpo
probado anteriormente. El aumento de ADCC es relative a la ADCC, medida
con el ensayo anterior, mediado por el miamo anticuerpo, producido por el
mismo tipo de células huésped, usando los mismos métodos de produccion,
purificacién, formulacion y aimacenamiento esténdar, que son conocidos por
los axpertos en la técnica, pero que no han skio producidos por células
huésped disefiadas para sobreexpresar GnTIIl.

[0109]) En un aspecto, la presents invencién se relaciona con
moléculas que se enlazan a antigeno que tienen la especificidad de enlace
del anticuerpo B-Ly1 de murina, y al descrubrimiento que sus funciones
efectoras pueden ser mejoradas mediante glicosiiacion alterada. En una
realizacion, la molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo
quimérico. En una realizacién preferida, la invencion estd dirigida a un
anticuerpo quimérico, o un fragmento del mismo, que comprende las CDRs
mostradas en la Figura 7. Especificamente, en una realizacién preferida, ia
invencidn esté dirigida a un polinuciedtido alslado que comprende: (a) una
secuencia seleccionada de un grupo que consiste de: SEQ ID NO.: 5, SEQ
ID NO.: 6 y SEQ ID NO.: 7. (CDRsVi.1); ¥ (b) una secuencia seleccionada
del grupo que consiste de: SEQ ID NO.: 21, SEQ ID NO.: 22 y SEQ ID NO.:
23. (CDRs Vi2); y SEQ ID NO: 24. En otra realizacion preferida, ia invencitn
esté dirigida a un polinucleétiio alslado que comprende SEQ ID NO.: 8, SEQ
ID NO.: 9 y SEQ ID NO.: 10. (CDRs V). En una realizacién, cusiquiera de
estos polinuciedtidos codifican un polipéptido de fusion.

[0110] En otra realizacion, {a moiécula que se eniaza a antigeno
comprende el dominio Vy del anticuerpo B-Ly1 de murina mostrado en la
Figura 1, o una variante del mismo; y un polipéptido de no murina. En otra
realizacion preferida, la invencion estd dirigida a una molécula que se enlaza
a antigeno que comprende ol dominio V. del anticuerpo B-Ly1 de murina
mosirado en la Figura 2, o una variante del mismo; y un polipéptido de no
murina.

[0t11) En otro aspecto, la invencion esté dirigida a una molécula que
se enlaza a antigeno que comprende una 0 més CDRs fruncadas de BLy-1.
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Tsales CDRs truncadas contendrén, como minimo, los residuos de amino
écido determinantes de especificidad para la CDR dada. Por “residuo
determinante de especificidad” se entiende aquelios residuos que estén
directamente involucrados en la interaccion con el antigeno. En general, solo
apraximadaments un quinto a un tercio de los residuos en una CDR dada
participan en ol enlace al antigeno. Los residuos determinantes de
especificidad en una CDR particular pueden ser identificados mediante, por
ejomplo, computacidn de contacios interatdmicos de modelamiento
tridimensional y determinacién de la variabilidad de secuencia en una
posicion de residuo dada de acuerdo con los métodos descritos en Padlan et
al., FASEB J. 9 (1): 133-139 (1985), cuyos contenidos estdn incorporados
aqul para referencia en su totalidad.

[0112] En consecuencia, la invencién también estd dirdgida a un
polinuciedtido alsiado que comprende al menos una regién determinante de
complementariedad del anticuerpo B-Ly1 de murina, 0 una variante o forma
truncada del mismo, que contiene al menos los residucs determinantes de
especificidad para dicha region determinants de complementariedad, en
donde dicho polinucieblido aislado codifica un polipéptido de fusién.
Preferiblements, tales polinuciedtidos aisiados codifican un polipéptido de
fusién que es una molécula que se enlaza a antigeno. En una realizacin, el
polinuciedtido comprende ftres regiones  delerminantes de
complementariedad del anticuerpo B-Ly! de murina, o formas variantes o
truncadas del mismo, que contienen al menos los residucs determinantes de
especificidad para cada una de dichas regiones dsterminantes de
complementariedad. En otra realizacion, el polinucleétido codifica la region
variable entera de la cadena ligera 0 pesada de un anticuerpo quimérico (e.
g-. humanizado). La invencion se dirigs ademés a los polipéptidos
codificados por tales polinuciedtidos.

[0113] ° En otra realizacién, [a invencién esth dirigida a una molécula
que combina antigeno, que comprende al menos una region determinante
de complementariedad del anticuerpo B-Ly1 de murina, o una forma variante
o truncada del mismo, que contiene al mencs los residuos determinantes de
especificidad para dicha regién determinante de complementariedad, y que
comprenden una secuencia derivada de un polipéptido heterSiogo. En una
realizacion, la molécula que se enlaza a antigeno comprende tres regiones



determinantes de complementariedad del anticuerpo B-Ly1 de murina, o
formas variantes o truncadas del mismo que contienen al menos los residuce
determinantes de especificidad para cada una de las tres regiones
determinantes de complementariedad. En otro aspecto, la molécula que se
enlaza a antigeno comprende la regién variable de una cadena ligera o
pesada de anticuerpo. En una realizacién particularments Gti, la molécula
que se enlaza a antigeno es un anticuerpo quimérico, e.g., humanizado. La
invencién también esté dirigida a métodos para preparar tales maléculas que
se enlazan a antigeno, y al uso de las mismas en el tratamiento de
enfermedad, incluyendo linfomas de célula B.

[0114) Es conocido que varios mecanismos estén involucrados en la
eficacia terapéutica de los anticuerpos anti-CD20, incluyendo la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpo (ADCC), citotoxicidad dependiente de
complemenio (CDC), y la inducciSn de detencién del crecimiento o
apobptosis. Por ejemplo, la mayoria de evidencia experimental indica que el
ruxdmab opera mediante mecanismos efectores convencionales medidor
por ensayos CDC y ADCC. iguaimente, se ha mostrado que ia resistencia de
diferentes céiulas de linfoma al ritndmab in vivo es una funcién de su
sensibilidad a CDC in vitro. En contraste, el modo de accion in vivo de otro
anticuerpo que ha sido aprobado para uso ferapéutico, B1, no requiere
actividad de célula de complemento ni asesina natural (NK). En su luger, la
eficacia de B1 in vivo se debe a su habilidad para inducir apdplosis potents.

[0115] En general, los anticuerpos monacionales anti-CD20 caen en
dos categories distintas basadas en su mecanismo de accién para esradicar
las células de linfoma. Los anticuerpos anti-CD20 Tipo | utiizan
principaimente complemento para asesinar células objetivo, mientras que los
anticuerpos Tipo |l operan mediante mecanismos diferentes, principaiments
apbptosis. El Rituximab y 1F5 son ejempios de anticuerpos anti-CD20 Tipo |,
mientras que B1 es un ejemplo de un anticuerpo Tipo |l. Ver, e.g., Cragg, M.
8. y Glennie, M. J., Blood 103 (7). 2738-2743 (Abril 2004); Teeling, J. L. et
al., Biood 104 (6): 1783-1600 (Septiembre 2004), cuyos contenidos totaies
estén incorporados aqui para referencia.

[0116) La presents invencién es la primera instancia conocida en la
cual un anticuerpo anti-CD20 Tipo Il ha sido disefiado para tener funciones



efecioras aumentadas tales como ADCC, mientras que retiene (a habilidad
de apdptosis potents. En consecuencia, la presente invencitn esth dirigida a
un anticuerpo anti-CD20 Tipo |l disefiado, que tiene ADCC aumentada como
resultado de dicho diseflo y sin pérdida de habllided sustancial para inducir
apdptosis. En una realizacién, los anticuerpos anti-CD20 Tipo Il han sido
disefiados para tener un patrén alterado de glicosiiacion en la Regién Fc. En
una realizacion particular, la glicosilacién alterada comprende un nivel
sumentado de residuos complejos bisecados en la Region Fc. En otra
realizacién particular, la glicosliacién alterada comprende un nivel reducido
de residuos de fucosa en Ia Regién Fc. Ver Pub. De 8ol. De Pat. U.S. No.
2004 0093621 a Shitara ef al., cuyos contenidos fotales estin incorporados
aqul para referencia. En otra realizacién, los anticuerpos anti-CD20 Tipo i
han sido sometidos a disefio de polipéptido como se ensefia en la Pat. U.S.
No. 6,737,056 a Presta o Pub. De Sol. De Pat. U.S. No. 2004 0185045
(Macrogenics) o Pub. Sol. Pat. U.S. No. 2004 0132101 (Xencor), cuyos
contenidos totales estén incorporados aqul para referencia. La invencion se
dirige ademés a métodos para preparar tales anticuerpos disefiados Tipo Il y
8 los mélodos para usar tales anticuerpos en el tratamiento de varics
trastomos de céiula B, incluyendo linfomas de célula B.

[0117} Los anticuerpos quiméricos de ratonhumano han sido
descritos. Ver, por ejemplo, Momison, S. L. et al., PNAS [1: 6851-88564
(Noviembre 1984); Publicacidn de Patente Europea No. 173494; Boullanne,
G. L, at al., Nefure 312: 642 (Diciembre 1984); Neubeiger, M. S. et al.,
Nature 314: 268 (Marzo 1985); Publicacidn de Patents Europea No. 125023;
Tan et al., J. immunol. 135: 8564 (Noviembre 1985); Sun, L. K et al.,
Hybridoma 5 (1): 517 (1986); Sahagan et al., J. Immunol. 137: 1066- 1074
(1986). Ver generalmente, Muron, Nsiwwre 312: 587 (Diciembre 1084);
Dickson, Genetic Engineering News 5 (3) (Marzo 1985); Marx, Sclence 220:
455 (Agosio 1885); y Morrison, Science 229: 1202-1207 (Septiembre 19685).
Robinson ef al., en el NGmero de Publicacién PCT WO/88104838 describe
un anticuerpo quimérico con una region constante humana y region variable
de murina, que tiene espacificidad a un epitope de CD20; la porcién de
murina del anticuerpo quimérico de las referencias Robinson se deriva del
anticuerpo monocional de ratdn 2H7 (gama 2b, kapa). Mientras que la
referencia nota que el anticuerpo quimérico descrilo es un “Candidato de
copiado® para el tratamiento de trasiomos de céiula B, esta declaracién
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puede ser vista como no més que una sugerencia para los expertos en la
técnica para determinar si esta sugerencia es precisa 0 no para esie
anticuerpo particular, particularments porque la referencia carece de
cusiquier dato para soportar una asercion de efectividad terapéutica, y en
forma imporiants, datos usando mamiferos de orden superior tales como

primates 0 humanos.

[0118) Las metodologias para generar anticuerpoe quiméricos estén
disponibles a los expertos en la técnica. Por ejemplo, las cadenas ligera y
pesada se pueden expresar separadaments, usando, por ejemplo, cadena
ligera de inmunoglobulina y cadenas pesadas de inmunoglobulina en
plésmidos separados, 0 en un solo vector (e.g. , policistronico). Estas
pueden ser entonces purificadas y ensambladas in vitro en anticuerpos
completos; las metodologias para realizar talensamble han sido descritas.
Ver, por ejemplo, Scharff, M., Harvey Lectures 69: 125 (1874). Los
parémetros de reaccién in vitro para la formacion de anticuerpos IgG de
cadenas ligera y pesada aisladas reducidas también han sido descritos. Ver,
por sjemplo, Sears ef al., Biochem. 18 (9): 2016-25 (1977).

[0119]) En una realizacién particularments preferida, la ABM quimérica
de la presente invencién es un anticuerpo humanizado. Los métodos pera
humanizar anticuerpos no humanos son conocidos en la técnica. Por
ejemplo, las ABMs humanizadas de la presente invencion se pueden
preparar de acuerdo con los métodos de la Pat. U.S. No. 5,225,539 a Winter,
Pat. U.S. No. 6,180,370 a Queen ef al.,, 0 Pat. U.S. No. 6,632,927 a Adair ef
al., cuyos contenidos enteros estin incorporados aqui para referencia.
Preferiblements, un anticuerpo humanizado tiens uno 0 més residucs de
amino écido introducidos en esie de una fuents que no es humana. Esios
residuos de amino &cido no humanocs son referidos usualmente como
residuos "importados”, que son tomados tipicaments de un dominio variable
"importado”. La humanizacién puede reslizaree esenciaiments siguiende el
método de Winter y colaboradores (Jones et al., Nalure, 321: 522- 625
(1986); Riechmann et al., Nafure, 332: 323-327(1688); Verhoeyen et al.,
Sclence, 239: 1534-1536(1968)), sustiluyendo secuencias de regién
hipervariables para las secuencias comespondientes de un anticuerpo
humano. En consecuencis, tales anticuerpos “humanizados® son
anticuerpos quiméricos (Pat. U.S. No. 4,816, 587) en donde sustancialmente
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menos de un dominio variasble humano intacio ha sido sustituido por la
secuencia comespondients de una especie no humana. En la prictica, los
anticverpos humanizados son tipicamente anticuerpos humanos en los
cuales algunos residuos de region hipervariable y posiblements alguncs
residuos FR son sustituidos por residuos de sitios andlogos en anticuerpos
de roedor. Los anticuerpos anti-CD20 humanos sujetos comprenderén
regiones constantes de inmunogiobulina humana.

[0120] La eleccion de dominios variables humanos, ligeros y pesados,
a ser usados en la preparacién de anticuerpos humanizados es muy
importante para reducir la antigenicidad. De acuerdo con el lamado método
de “mejor ajusie’, la secuencia del dominio variable de un anticuerpo de
roedor es seleccionada contra la librerfa entera de secuencias de dominio
variable humanas conocidas. La secuencia humana que es la més cercana a
la del roedor es entonces aceptada como la region de marco humana (FR)
para el anticuerpo humanizado (Sims et al., J. Immunol., 151: 2206 (1683);
Chothia et al., J Mol. Blol.,198: 901 (1887)). Otro método para seleccionar la
secuencia de marco humana es comparer la secuencia de cada subregion
individual del marco de roedor total (Le., FR1, FR2, FR3, y FR4) o alguna
combinacién de las subregiones individuales (e.g., FR1 y FR2) contra una
libreria conocida de secuencia de regién variable humana que comasponde a
esa subregion de marco (e.g9., determinada por la numeracién Kabat), y
escorger ia secuencia humana para cada subregion o combinacién que es la
més cercana a la del roedor (Leung Publicacién de Solicitud de Patente No.
2003/00406061, publicada en 27 de Febrero de 2003). Otro método usa
una regién de marco particular derivada de la secuencia de concenso de
todos los anticuerpos humanos de un subgrupo perticular de cadenas ligera
0 pesada. EI mismo marco %e puede usar para varos anticuerpos
humanizados diferentes (Carter et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 89:4286
(1982)); Presta et al., J. Immunol., 151:2623 (1993)).

[0121) Es ademés importante que los anticuerpos ssan humenizados
con relencion de alta afinidad para el antigeno y oiras propiedades
bioldgicas favorables. Para alcanzar esta meta, de acuerdo con un método
preferido, los anticuerpos humanizados se preparan medianis un proceso de
andlisis de secuencias parental y diferentss productos humanizados
concepluales usnado modelos tridimensionales de las secuencias parental y



\

humanizada. Los moidece de inmunogiobulina tridimensionales estén
cominmente disponibles y son familiares a los expertos en la técnica. Estén
disponibles programas de computadora que llustran y muestran estructuras
conformacionales tridimensionales probables de secuencias de
inmunogiobulina candidatas seleccionadas. La inspeccién de esas
representaciones permite el andlisis de el papel probable de los residuce en
el funcionamiento de la secuencia de inmunogiobulina candidata, Le., el
andlisis de residuos que influencia la habiidad de la inmunoglobulina
candidata para enlazaree a su antigeno. De esta forma, los residuos FR
pueden ser seleccionados y combinados a partir de secuencias de recipisnte
e importadas de forma que se logra la caracteristica de anticuerpo deseada,
tal como afinidad aumentada para antigeno(s) marcado(s). En general, los
residuos de region hipervariable estin directamente y més sustanciaiments
involucrados en |a inclluencia de enlace de antigeno.

[0122) En otra realizacion, las moléculas que se enlazan a antigeno de
Ia presente invencién son disefiadas para tener afinidad de enlace mejorada
de acuerdo con, por ejemplo, los métodos revelados en Pub. Sol. Pat. U.S.
No. 20040132086 a Balint eof al., cuyos contenidos enteros estén

incorporados aqul para referencia.

[0123) En una realizacidn, la molécula que se enlaza a antigeno de la
presentes invencién estd conjugada a una mitad adicional, tal como un
radiomarcador 0 una toxina. Tales ABMs conugadas se pueden producir
mediants métodos numerosos que son blen conocidos en |a técnica.

[0124] Una variedad de radionticiidos son aplicables a la la presente
invencion y los expertos en la técnica estéin acreditados con la habllidad de
determinar ficiments cual radiondcliido es ol més apropiado bajo una
variedad de circunstancias. Por ejemplo, **'yodo es un radiontclido usado
para inmunoterapia marcada. Sin embargo, la utiidad clinica del **'yado
puede estar imitada por varios factores que incluyen: vida media fisica de
ocho dias; deshalogenacién de anticuerpo yodinado tanto en la sangre y en
los sitios de tumor; y caracteristicas de emisién (eg, componente gama
grande) que puede ser subdptimo para la deposicién localizada de doels en
tumor. Con la llegada de agentes quelantes superiores, la oportunided de
adherir grupos quelantes metilicos a las proteinas ha aumentado las
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oportunidades de utilizer otros radiondclidos tales como indio y ¥itrto. El
“itric provees varics beneficions para utiizaci5n en aplicaciones
radicinmunoterapéuticas: la vida media de 64 horas del “itrio es lo
suficientements larga para permitir la acumulacién de anticuerpo por el
tumos y, contrario al, *'Yodo, el ®itric es un emisor beta puro de alta
energia sin imadiacion gama acompafiants en su decaida, con un rango en
tejido de 100 a 1000 didmetros de célula. Adicionaiments, la cantidad
minima de radiacién penetrante permite ia administracién a un peciente
extemo de anticuerpos marcados con Sitdo. Adicionaiments, la
intemalizacion de anticuerpo marcado no se requiere para la muerte de
células, y la emisién local de radiacion de lonizacion debe ser letal para
células de tumor adyacentes que carecen de antigeno marcado.

[0125) Las doeis de tratamiento simple efectivas (Le., cantidades
terapéuticamente efectivas) de anticuerpos anti-CD20 marcados con *irio
varian de entre aproximadamente § y aprocddmadaments 75 mCi, més
preferiblements entre aproximadamente 10 y aproximadamente 40 mCl. Las
dosis de ablacién diferente de médula de tratamiento simple efectivo de
enticuerpos ant-CD20 marcados con ™'Yodo varfa de entre
aproximadaments 5 y aproximadaments 70 mCl, més preferiblements entre
aproximadamente 5 y apraximadamente 40 mCi. Las dosis sblativa de
tratamiento simple efectivo (le, puede requerir transplants de médula espinal
autSiogo) de anticuerpos ant-CD20 marcados con *'Yodo varia de entre
aproximadaments 30 y aproximadaments 600 mCi, més preferiblemente
entre aproximadamente 50 y menos de aproximadaments 500 mCl. En
conjuncién con un anticuerpo anti-CD20 quimérico, que pertenece a
anficuerpos de murina vie-&-vis de vida media més larga, las dosis ablativas
diferentes de médula de fratamienio simple efectivo de anticuerpos anti-
CD20 quiméricos marcados con **'Yodo varia de entre aproximadaments 5
y eaproximadaments 40mCi, més preferiblemente mencs de
aproximadaments 30 mCl. Los criterior de representacién para, e.g., la
etiqueta de ""indio, son tipicaments de menos de aproximadaments 5 mCi.

[0126) Con respecio a los anticuerpos anti-CD20 radiomarcados,
también puede ocurrir terapia con estos usando un fratamiento de terapia
simple 0 usnado tratamienios malliples. Debido al componente radiondclido,
se prefiere que antes del tratamiento, las células de tallo periféricas ("PSC")
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0 médula espinal ("BM") sean ‘“recolectadas” para pacientes que
experimentan toxicidad de médula espinal de hueso potenciaimente fatal

producida por la radiacién. BM yfo PSC son recolectadas usando técnicas
estindar, y luego purgadas y congeladas para posible reinfusitn.
Adicionaiments, es lo més preferido que antes del tratamiento se conduzca
un esiudio de dosimetria de diagndstico usando un anticuerpo marcado de
diagnéstico (eg, usando "indio”) en el paclents, cuyo propdsito es asegurar
que el anticuerpo marcado terapéuticaments (e.g, usando *itrio) no se
volveré innecesariaments "concentrado” en ningin érgano o tejido normal.

[0127] En una realizacién preferida, la presente invencion esté dirigida
a un polinuciedtido aislado que comprende una secuencia que codifica un
polipéptido que tiene una secuencia de amino écido como se muestra en la
Tabla 3 siguients. La invencién se dirige ademés a un écido nucleidco
aislado que comprende una secuencia al menoces 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98% o 99% idéntica a una secuencia de nucledlido mostrada en la
Tabla 2 siguiente. En otra realizacién, la invencién esté dirigida a un écido
nucleico aislado que comprends una secuencia que condifica un polipéptido
que tiene una secuencia de amino acido al menos 80%, 85%, 80%, 85%,
96%, 97%, 98% o 90% Iidéntica a una secuencia de amino écido en la Tabla
3. La invencién también abarca un écido nucleico aislado que comprande
una secuencia que condifica un polipéptido que tiene la secuencia de amino
écido de cualquiera de los constructos de la Tabla 3 con sustituciones de
amino écido conservadoras.




42

31




B-HHS

37

4y



41

5|

/9

S



B-HL1

1yo



Y



B-HL10

B-HL11

2

g




B-HL12

B8-HL13

14q



B-HLi4

B-HL15

B-HL16




k£

al

\St



75
7
Sefial de V.
TABLA 3
CONSTRUCTC SECUENCIA DE ANINOACIDO SEC D No
0
2




1S






B-HL14 66
— B-HL1E 68
~ B-HL16 70

B-HL17 |EVOLVESGGGLVKPGGSLRLSCAASGFT 2

sefialde V,

[0128] En otra realizacion preferida, la presents invencitn esté dirigida
a un polinuciedtido aislado que comprende una secuencia que codifica un
polipéptido que tiene la secuencia de amino ackio mostrada en la FIG.1 o
FIG. 2. La invencién esté dirigida ademés a un écido nucleico aislado que
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comprende una secuencia al menos 80%, 85%, 90%, 85%, 96%, 97%, 66%
or 99% idéntica a la secuencia de nucledtido mostrada en la FIG. § o FIG. 6.
En otra realizacin, la invencién esth dirigida a un écido nuciéico alsiado que
comprende una secuencia que cadifica un polipéptido que tiene una
secuencia de amino écido al menos 80%, 85%. 80%, 85%, 96%, 97%, 88%
0 99% idéntica a la secuencia de amino écido de Ia FIG. 5 o FIG. 6. La
invencion también abarca un écido nucleico que comprende una secuencia
que codifica un polipéptido que tiene la secuencia de amino é&cido de
cuaiquiera de la FIG. 1, FIG. 2, FIG. 5 o FIG. 6 con sustituciones de amino
écido conservadoras.

[0129] En otra realizacién, la presente invencién esté dirigida a un

vecior de expresion y/o una célula huésped que comprende uno 0 més
polinucledtidos aisiados de la presente invencion.

[0130] Generalments, se puede usar cualquier fipo de linea de célula
cultivada para expresar la ABM de la presents invencién. En una realizacién
preferida, se usan células CHO, células BHIC, células NSO, células SP2/0,
céiulas de mieloma YO, células de misloma de ratdn P3X83, células PER,
células PER. C8 o células de hibridoma, otras células mamiferas, células de
levadura, células de insecio, o células de planta como |a linea de célula
patron para generar las células hudsped disefiadas de la invencidn.

[0131] La eficacia terapéutica de las ABMs de la presents invencion se
puede mejorar produciéndoias en una célula huésped que expresa ademés
un polinucieStido que codifica un polipéptido que tiene actividad GnTIIl. En
una realizacién preferida, el polipéptido que tiene actividad GnTlll es un
polipéptido de fusién que comprende el dominio de localizacién Golgl de un
polipéptido residente en Golgi. En otra reelizacién preferida, la expresion de
las ABMs de la presents invencién en una célula hudsped que expresa un
polinuciedtido que codifica un polipéptido que tiene actividad GnTill produce
ABMs con afinidad de enlace a Fc aumentada y funcion efectora aumentada.
En consecuencia, en una realizacién, la presents invencion esté dirigida a
una célula huésped que comprende (a) un écido nucleico aislado que
comprende una secuencia que codifica un polipéptido que fiene actividad
GnTIIl; y (b) un polinuciedtido alslado que codifica una ABM de Ia presente
invencion, tal como un anticuerpo quimérico, primatizado o humanizadoque



se eniaza a CD20 humano. En una realizacién preferida, el polipéptido que
tiene actividad GnTIll es un polipéptido de fusién que comprende el dominio
catalitico de GnTll, y el dominio de locallzacion Goigl es el dominio de
locakizacién de manoesidasa Il. Los métodos para generar tales polipéptidos
de fusion y usarios para produclr anticuerpos con funciones efectoras
aumentadas se revelan en (a Sol. De Pat. Provisional U.S. No. 60/495,142,
cuyos contenidos totsles estin expresaments incorporados aqul para
referencia. En otra realizacion preferida, la ABM quimérica es un anticuerpo
quimérico o un fragmento dei mismo, que tiene la especificidad de enlace del
anticuerpo B-LY1 de murina. En una realizacién particularments preferida, el
anticuerpo  quimérico comprende un Fc humano. En otra realizacién
preferida, el anticuerpo es primatizado o humanizado.

[0132) En una realizacién, uno o varios polinuciestidos que codifican
una ABM de la presents invencion se pueden expresar bajo el control de un
promotor constitutivo o, altsmativaments, de un sistema de expresion
regulado. Sistemas de expresion regulada adecuados incluyen, pero no se
limitan a, un sistama de expresién regulado por tetraciciing, un sistema de
expresion inducible por ecdisona, un sistema de expresién de interrupitor lac,
un sistema de expresién inducible por glucocorticoide, un sistema promolor
inducible por temperatura, y un sistama de expresion inducible por metal de
metalotioneina. Si varios &cldos nucleicos diferentes que codifican una ABM
de la presents invencion estéin comprendidos dentro de un sistema de célula
huésped, algunos de ellos pueden ser expresados bajo el control de un
promotor constitutivo, mientras que otros son expresados bajo el control de
un promotor regulado. El nivel méximo de expresion se considera ser el més
alio posible de axpresion de polipéptido estable que no tishe un efecto
adverso significativo sobre la velocided de crecimiento de céiula, y serh
determinado usando experimentacién de rutina. Los niveles de expresion se
determinan mediante métodos generaimente conocidos en la técnica,
incluyendo andlisis de manchas al Occidente usando un anticuerpo

especifico para la ABM o un anticuerpo especifico para una etiqueta de
péptido fusionada a la ABM; y andlisis do manchas al Norte. En una

alternativa adicional, el polinuciedtido puede estar operativaments unido a un
gen reportero; los niveles de expresion de una ABM quimérica que tiene
sustanciaimente la misma especificidad de enlace del anticuerpo B-Lyt de
murina, se determinan mediants la medida de una sefial correlacionada con
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ol nivel de expresion del gen reportero. El gen reportero puede ser transcrito
junto con el{los) écidos nucleico(s) que codifican dicho polipéptido de fusién
como una molécula de RNA simple; sis secuencias de codificacion
respectivas pueden estar unidas ya sea mediante un sitio de entrada de
ribosoma intemo (IRES) o mediants un mejorador de traslacion
independiente de capuchén (CITE). El gen reportero puede ser trasiadado
junto con al menos un écido nucleico que codifica una ABM quimérica que
tiene sustanciaiments la misma especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1
de murina de forma que so forma una cadena de polipéptido simple. Los
écidos nucleicos que codifican las AMBs de la presente invencién pueden
estar operativaments unidos al gen reportero bajo el control de un promotor
simple, de forma que el dcido nucleico que codifica el polipéptido de fusién y
ol gen reportero son transcritos a una molécula de RNA que es
alternativaments dividida en dos moléculas de RNA menssjeras (mRNA);
una de las mRNAs resultantes es trasiadada en dicha proteina reportera, y la
ofra es trasladada a dicho polipéptido de fusion.

[0133)] Se pueden usar los métodos que son bien conocidos por los
expertos en la técnica para construir veciores de expresion que contienen la
secuencia de codificacién de una ABM que tiene sustanciaiments la misma
especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1 de murina junto con sefiales de
control transcripcionalftrasnacional apropiadas. Estos métodos incluyen
técnicas de AND recombinants in vilro, técnicas sintéticas y recombinacion
in vivolrecombinacion genética. Ver, por ejemplo, las técnicas descritas en
Manlatis et al., MOLECULAR CLONING A LABORATORY MANUAL, Cold
Spring Harbor Laboratory, N.Y. (1889) y Ausubel et al, CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Gresne Publishing Associates y

Wiley Interscience, N.Y (1880).

[0134) Se puede utiizar una variedad de sistemas de vector de
expresion por huésped para expressr la secuencia de codificacién de las
ABMs de la presents invencién. Preferibloments, ias células mamiferas son
usadas como sistemas de célula huésped transfectadas con ADN de
plésmido recombinantie o veciores de expresion de ADN cosmido que
contienen la secuencia de codificacion de la proteina de interés y la
secuencia de codificacién del polipéptido de fusion. Lo més preferido, céiulas
CHO, céiulas BHK, células NSO, células SP2/0, céiulas de misloma YO,



células de misloma P3X83 de ratn, células PER, céiulas PER. C8 o células
de hibridoma, otras céiulas mamiferas, células de levadura, céiulas de
insecto, 0 céhlas de plania se usan como sistema de célula huésped.
Algunos ejemplos de sistemas de expresién y mélodos de seleccién estin
descrilos en las siguientes referencias, y las referencias de alll: Borth ef al.,
Biotechnol. Bioen. 71 (4):: 268-73 (2000-2001), en Wemer ot al,
Arzneimittelforschung/Drug Res. 48 (B): 870-80(1088), en Andersen y
Krummen, Curr. Op. Biotechnol. 13: 117-123 (2002), en Chadd y Chamow,
Curr. Op. Biotechnol. 12: 188-164 (2001), y en Giddings, Curr. Op.
Blotechnol. 12: 450-454 (2001). En reslizaciones allemas, se pueden
contemplar sistemas de célula huésped eucarittica, incluyendo céiulas de
levadura transformadas con vectores de expresion de levadura
recombinantes que contienen la secuencia de codificacién de una ABM de la
presents invencién; sistemnas de céiula de insecio infectadas con vectores de
expresion de virus recombinante (e. g. , baculovirus) que contienen la
secuencia de codificacién de una ABM quimérica que tiene sustanciaiments
la misma especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1 de murina; sistemas
de célula de pianta infectados con vectores de expresion de virus
recombinantes (e.g., virus de mosaico de colifior,CaMV; vicus de mosaico de
tabaco, TMV) o transformados con veciores de expresion de pldsmido
recombinantes (e.g., plésmido Ti) que contienen la secuencia de codificacién
de la ABM de la invencién; o sistemas de célula animal infectados con
veciores de expresion de virus recombinantes (e.g., adenovirus, virus de
vaccinia) que incluyen lineas de céiulas disefiadas para contener mltiples
coplas de ADN que codifican una ABM quimérica que tiene sustancialments
la misma especificikiad de enlace del anticuerpo B-Ly! de murina ya sea
amplificado establemente (CHO/dhr) o aplificado inestablemente en
cromosomas dobles diminutos (e.g., lineas de célula de murina). En una
realizacion, el vector que comprende ei(los) polinuciedtido(s) que codifica(n)
la ABM de la invencién es policistrénico. También, en una realizacion la ABM
discutida anteriormentes es un anticuerpo o un fragmenio del mismo. En una
realizacion preferida, la ABM es un anticuerpo humanizado.

[0135] Para los métodos de esta invencién, generaimente se prefiere
la expresion estable a la expresién transitoria porque tipicamente logra
resultados més reproducibles y también es més décll para produccion a gran
escala. En lugar de usar vectores de expresidn que contienen origenes
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virales de replicacién, las células huésped pueden ser transformadas con los
écidos nucleicos codificadores respectivos controlados por los elementos de
control de expresién apropiados (e.g., promotor, mejorador, secuencias,
terminadores de transcripcion, sitios de poliadeniiacion, etc.), y un marcador
elegible. Siguiendo a la introduccion de AND extrafio, las células disefiadas
o8 pueden dejar crecer por 1-2 dias en un medio enriquecido, y luego son
cambiados a un medio selectivo. E] marcador elegible en el plésmido
recombinante confirere resistencia a la seleccion y permiie la seleccion de
céiulas que tienen integrado establemenie el piésmido en sus cromosomas y
crecen para formar focos que a su vez pueden ser clonados y expandidos en
lineas de célula.

[0136] Se puede usar un nimero de sistemas de seleccién,
incluyendo, pero sin limitarse 8, la timidina quinasa del virus de herpes
simplex (Wigler of al., Cof 11. 223 (1977)), genes hipoxantina-guanina
fosforibosiitransferasa (Szybalska & Szybalski, Proc. Natl. Acad. Scl. USA
48: 2026 (1962)). y adenina fosforibosiitransferasa (Lowy eof al., Colf 22: 817
(1880)), que se pueden emplear on células tk-, hgpt o apr,
respectivamente. También, la resisiencia de antimetabolito se puede usar
como la base de seleccién para genes dhfr, que confieren resistencia a
metotrexato (Wigler ef al., Natl. Aced. Scl. USA 77: 3567 (1689); O'Hare of
al., Proc. Nafl. Acad. Scl. USA 78: 1527 (1981)); gpt, que confleren
resistencia al acido micofendlico (Muligan & Berg, Proc. Netl. Acad. Sdl.
USA 78: 2072 (1881)); neo, que confieren resistencia al aminoglicésido G-
418 (Colberre-Garapin ef al., J. Mol. Biol. 150: 1 (1981)); e higro, que
confieren resistencia a la higromicina (Santerre of al., Gene 30: 147 (1964).
Recientsmente, genes slegibles adicionales han sido deacritos, a saber trpB,

que permite a las células usar indol en lugar de triptofan; hisD, que permite a
las células usar histinol en lugar de histidina (Hartman & Mulligan, Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 85: 8047(1088)); el sistema de giutamina sintasa; y ODC
(omitina descarboxiiasa) que conflere resistencla al inhibidor de omitina
descarboxdiasa, 2-(difluorometil)}-DL-omitina, DFMO (McConlogue, en:
Cumrent Communications in Molecular Biology, Cold Spring Harbor

Laboratory ed. (1967)).

[0137] La presents invencion esté dirigida ademsés a un método para
modificar el perfil de glicosliacion dee las ABMs de la presente invencién que
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son producidas por una célula huésped, que comprende la expresién en
dicha célula huésped de un écido nucleico que codifica una ABM de la
invencién y un écido nucleico que codifica un polipéptido con actividad
GaTlil, o un vector que comprende tales Acidos nucleicos. Preferiblemente,
el polipéptido modificado es IgG o un fragmento del mismo que coprende la
Regién Fc. En una realizacién particularments preferida, la ABM es un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo.

[0138] Las ABMs modificadas porducidas por las células huésped de
la invencion exhiben afinidad de enlace al recepior Fc aumentada y/o funcién
efectora aumentada como resultado de la modificacién. En una realizacién
particullarments preferida, la ABM es un anticuerpo humenizado o un
fragmento del mismo que contiene la Regién Fc. Preferiblemente, la afinidad
aumentada de enlace al recepior Fc es enlace aumentado a un receptor que
activa Fcy, tal como el receptor FcyRllla recepior. La funcidn efectora
aumentada es preferiblements un aumento en uno o més de las sigulentes:
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo aumentada, fagociosis
celuler dependients de anticuerpo aumentada (ADCP), secrecién de cliocina
sumentada, captacién aumentada de antigeno mediada por complejo
inmune por células que presenian antigeno, citotoxicidad celular mediada
por Fc aumentada, enlace aumentado a célulss NK, enlace aumentado a
macréfagos, enlace aumentado a céluias polimorfonucieares (PMNs), enlace
aumentado a monociios, entrecruzamienio aumentado de anticuerpos
enlazados a objetivo, sefializacién directa aumentada que induce apéptosis,
maduracién de célula dendritica aumentada, y copiado aumentado de célula
T.

[0138]) La presents invencion también estd dirigida a un método para
producic una ABM de Ia presents invencion, que tiene oligosacéridos
modificados on una célula huésped que comprende (a) cultivar una célula
huésped diseflada para expresar al menos un &cido nucleico que codifica un
polipéptido que tiene actividad GnTill bejo condiciones que permiten la
produccién de una ABM de acuerdo con la presents invencién, en donde
dicho polipéptido que tiene actividad GnTlll estd expresado en una cantidad
suficlents para modificar los oligosacéridos en la Regién Fc de dicha ABM
producida por dicha célula huésped; y (b) alslar dicha ABM. En una
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realizacién preferida, el polipéptido que tiene actividad GnTill es un
polipéptido de fusién que comprende el dominio catalitico de GnTlll. Enuna
realizacion particularments preferida, el polipéptido de fusién comprende
ademés el dominio de localizacién Golgi de un polipéptido residents en
Goigl.

[0140) Preferiblements, el dominio de localizacion Golgi es el dominio
de localizacién de mancsidasa Il 0 GnTl. Altamativaments, el dominio de
localizacién Golgl se selecciona del grupo que consiste de: el dominio de
localizacién de manosidasa |, el dominio de localizacién de GnTll, y o
dominio de localizacién de fucosiliransferasa de nicleo a1-8. Las ABMs
producidas por los méiodos de la presente invencion tienen afinidad de
enlace al receplor Fc aumentada y/o funcidn efectora sumentada.
Preferiblements, la funcién efeciora aumentada es una 0 més de las
siguientes: cilotoxicidad celular mediada por Fc aumentada (incluyendo
citotexdcidad celular dependients de anticuerpo aumentada), fagociiosis
celular dependients de anticuerpo aumentada (ADCP), secrecién de cilocina
sumentada, captacién de antigeno mediado por compiejo inmune
aumentada por células que presentan antigeno, enlace aumentado a células
NK, enlace aumentado a macrifagos, enlace aumentado a monociios,
enlace aumentado a céluias polimorfonucieares, seflalizacion directa
sumentada que induce apéplosis, reticulacion aumentada de anticuerpos
eniazados a objetivo, maduracién de célula dendritica aumentada, o copiado
amentado de céiula T. La afinidad de eniace al recepior Fc aumentado es
preferiblements eniace aumentado a los receptores que activan Fe tal como
FoyRllla. En una realizacién particularmentie preferida, la ABM es un
anticuerpo humanizado o un fragmento del mismo.

[0141) En otra realizacion, la presents invencion esté dirigida a una
ABM quimérica que tiene sustancialments la misma especificidad de eniace
del anticuerpo B-Ly1 de murina producidos mediante los métodos de |a
invencién que tiene una proporcion aumentada de oligosacéridos bisecados
on la Regidn Fc de dicho polipéptido. Se contempla que tal ABM abarque
anticuerpos y fragmentos de los mismos que comprenden ia Regién Fc. En
una realizacion preferida, la ABM es un anticuerpo humanizado. En una
realizacitn, el porcentaje de oligosaciridos bisecados en la Regitn Fc de la
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ABM es al menos 50%, més preferiblements, al menos 60%, al menos
70%, al menos 80%, o al menos 90%, y lo més preferido al menos 90-95%
de los oligosacéridos totales. En ya otra realizacién, la ABM produckia
mediants los mélodos de la invencién tiene una proporcién aumentada de
oligosacéridos no fucosiiados en la Region Fc como resultado de Ia
modificacién de sus oligosaciridos mediante los mélodos de la presents
invencién. En una realizacin, el porcentaje de oligosacéridos no fucosiados
es al menos 50%, preferiblemente, al menos 60% a 70%, io més preferido al
menocs 75%. Los oligosacéridos no fucosliados pueden ser tipo hibrido o
complejo. En una realizacién particularments preferida, la ABM producida
por las céiulas huéeped y los métodos de la invencién tiene una proporcién
aumentada de oligosacéridos bisecados, no fucosiiados en la Regidn Fc. Los
oligosacéridos bisecados, no fucosiiados puedon ser hibridos o complejos.
Especificaments, los métodos de la presente invencién se pueden usar para
producir ABMs en las cuales al menos 15%, més preferiblements al mencs
20%, més preferiblemente al menos 25%, mis preferiblemente al mence
30%, més preferiblements al menos 35% de los oligosacéridos en la Regién
Fc de la ABM son bisecados, no fucosiiados. Los mélodos de la presente
invencién también se pueden usar para producir polipéptidos en los cuales al
menos 15%, més preferiblemente al menos 20%, més preferiblemente al
mencs 25%, més preferiblementes al menos 30%, més preferiblements al
menos 35% de los oligosacéridos en la Regién Fc del polipéptido son
bisecados hibridos no fucosilados.

[0142] En otra realizacién, la presents invencién estd dirigida a una
ABM quimérica que tiene sustanciaimente la misma especificidad de eniace
al anticuerpo B-Ly! de murina diseflado para tener funcién efectora
aumentada y/o afinidad de eniace al receptor Fc aumentada, producida
mediants los mélodos de la invencion. Preferiblemente, la funcién efectora
aumentada es una o méas de las sigulenies: citotoxicidad celular mediada por
Fc aumentada (incluyendo citoloxicidad celular dependients de anticuerpo
aumentada), fagociiosis celular dependients de anticuerpo aumentada
(ADCP), secrecion de citocina aumentada, captacién de antigeno mediado
por complejo inmune aumentada por células que presentan antigeno, enlace
aumentado a células NK, enlace aumentado a macrifagos, enlace
aumentado a monociios, enlace aumentado a células polimorfonucieares,
sefializacién directa sumentada que induce apdplosis, reticulacion
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aumeniada de enticuerpos enlazados a objetivo, maduracién de célula
dendrftica aumentada, 0 copiado amentado de célula T. En una realizacién
preferida, la afinidad de enlace al recepior Fc aumentada es eniace
aumentado a un recepior que activa Fc, el més preferido, FoyRllla. En una
realizacién, ja ABM es un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo que
contiene la Regién Fc, 0 una proteina de fusion que incluye una regién
equivalents a la Region Fc de una inmunogiobulina. En una realizacién
particularmente preferida, ia ABM es un anticuerpo humanizado.

[0143) La presents invencién esta dirigida ademés a composiciones
farmacéuticas que comprenden las ABMs de la presente invencién y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[0144] La presents invencion estd dirigida ademés al uso de tales
composiciones farmacéuticas en ol mélodo de tratamiento del céncer.
Especificaments, la presents invencion esté dirigida a un método para el
tratamionto del céncer, que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de la composicidn farmacéutica de la invencién.

[0145) La presents invencidn proves ademés mélodos pama Ia
generacion y uso de sistemas de cSlula huésped para la produccitn de
glicoformas de las ABMs de la presents invencitn, que tienen afinided de
enlace ol receptor Fc aumentads, preferiblements enlace aumentado a los
receplores que activan Fc, y/o que tienen funciones efecioras aumentadas,
incluyendo citotoxicidad celular dependients de anticuerpo. La metodologia
de glicodisefio que se puede usar con las ABMs de la presents invencién
han sido descritas en gran detalle en la Pat. U.S. No. 6,602,684 y la Solickud
de Patents U.S. Provisinal No. 60/441,307 y WO 2004/085540, cuyos
contenidos totales de cada una estén incorporados aqul para referencia en
su fotelidad. Las ABMs de la presente invencion pueden allemnativamente
ser glicosidefiadas para tener residucs de fucosa reducidos en la Regién Fc
de acuerdo con las técnicas reveladas en EP 1 176 195 A1, cuyos
contenidos totales estén incorporados aqul para referencia.

Generacion de Lineas de Celula para la Produccién de Proteinas con
Patrén de Glicosiiacién Alterado
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[0146] La presents invencién provee sistemas de expresién de céiula
huésped para la generacién de las ABMs de la presents invencion, que
tienen patrones de glicosiiacion modificados. En particuler, la presente
invencién provee sistemas de céiula huésped para la generacin de
glicoformas de las ABMs de la presenis invencion que tienen un valor
terapéutico mejorado. Por lo tanto, la invencién provee sistemas de
expresion de célula huésped seleccionados o disefiados para expresar un
polipéptido que tiene actividad GnTlll. En una realizacion, el polipéptido que
tiene actividad GnTIll es un polipéptido de fusién que comprends el dominio
de localizacién Goigi de un polipéptido residents en Goigli hetenblogo.
Especificaments, tales sistemas de expresién de célula huésped pueden ser
disefiados para comprender una molécula de écido nucieico recombinante
que codifica un polipéptido que tiene GnTill, operativaments unida a un
sistema promotor constitutivo o regulado.

[0147] En una realizacién especifica, la presents invencién proves una
célula huésped que ha sido disefiada para expresar al menos un écido
nucieico que codifica un polipéptido de fusion que tiene actividad GnTIl, y
que comprende el dominio de localkizacion Goligi de un polipéptido residente
en Golgi heterlogo. En un aspecto, la céiula huésped es diseflada con una
molécula de &cido nucleico que comprende al menos un gen que codifica un
polipéptido de fusién que tiene actividad GnTill y que comprende el dominio

de locafizacién Goigi de un polipéptido residente en Goigi heterdlogo.

[0148] Generalments, se puede usar cualquier tipo de linea de célula
cultivada, incluyendo las lineas de célula discutidas anteriorments, como un
patron para disefiar las lineas de célula huéeped de la presente invencién.
En una realizacién preferida, se usan céiules CHO, céiulas BHK, cékilas
NSO, céiuias SP2/0, células de misloma YO, células de mieloma P3XB3 de
ratén, cblulas PER, células PER.CS o células de hibridoma, otras células
mamiferas, céiulas de levadura, células de insecio, o células de planta,
como la linea de célula patrén para generar las células huésped disefiadas
de la invencion.

[0149) Se contempla que la nvencién abarque cualquier célula
huésped disefiada que expresa un polipéptido que tiene actividad GnTIll,
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inckiyendo un polipéptido de fusidn que comprende el dominio de
localizacién Golgi de un polipéptido residents en Goigl heterdiogo como se
definid aquil.

[0160]) Uno o varios écidos nucieicos que codifican un polipéptido que
tiene actividad GnTlll se pueden expresar bajo el control de un promolor
constitutivo o, altemativaments, un sistema de expresion reguiado. Tales
sistamas son bien conocidos en la técnica, e incluyen los sistemas discutidos
anteriormente. Si varios écidos nucieicos diferentes que codifican
polipéptidos de fusion que tienen actividad GnTill y que comprenden el
dominio de localizacién Goigi de un polipéptido residents en Golgl
heterdiogo, estén comprendidos dentro de un sistema de célula huésped,
sigunos de ellos pueden ser expresados bajo el control de un promoftor
constitutivo, mientras que otros son expresados bajo el control de un
promotor regulado. Los niveles de expresion de los polipéptidos de fusion
que tienen actividad GnTlll son determinados mediante mélodos
generalmente conocidos en la técnica, incluyendo andlisis de menchado al
Occidente, andlisis de manchas al Norte, andlisis de exprésion de gen
reportero 0 medida de actividad GnTill. Altermnativaments, se puede emplear
una lectine que se enlazs a producios biosintéticos de GnTlll, por ejemplo,
lecting E4-PHA. Altemativaments, 88 puede usar un ensayo funcional que
mide el enlace al receptor Fc aumentado o funcién efeciora sumentada
mediads por anticuerpos producidos por las células disefladas con el écido
nucleico que codifican un polipéptido con activided GnTlIl.

identificacion de Transfectantes O Transformantes Que Expresan La

Proteina Que Tiene Un Pairén de Glicosilacién Modificado

[0151) Las células huédsped que contienen la secuencia de
codificacién de una ABM quimérica que tienen sustanciaiments la misme
especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1 de murina y que expresan los
producios de gen biolégicaments activos, pueden identificarse mediants al
menos cuatro criterios generales; (a) hibridizacion ADN-ADN o0 ADN-RNA;
(b) presencia o ausencia de funciones de gen "marcador”; (c) evaluacién de
ol nivel de transcripcién tal como se mide mediants la expresion de los
respectivos transcriptos de mRNA en a céiula huésped; y (d) deteccion del
producto de gen tal como se mide por medio de inmunoesnsayo 0 por su
actividad bloldgica.
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[0152] En el primer criterio, la presencia de la secuencia de
codificacién de una ABM quimérica que tiene sustancialmente la misma
especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1 de murina y la secuencia de
codificacién del polipéptido que tiene actividad GnTlll puede detectarse por
medio de hibridizacion ADN-ADN o ADN-RNA utilizando pruebas que
comprenden secuencias de nucleétidos que son homélogas a las secuencias
de codificacién respectivas, respectivaments, o porciones o derivados de las
mismas.

[0153] En el segundo criterio, la expresién recombinante del sistema
vector/huésped puede identificarse y seleccionarse con base en la presencia
0 ausencia de ciertas funciones de gen "marcador” (e. g., actividad timidina
quinasa, resistencia a antibidticos, resistencia a metotrexato, transformacion
de fenotipo, formacién de cuerpo de oclusién en baculovirus, etc.). Por
ejemplo, si la secuencia de codificacion de la ABM de la invencion, o un
fragmento de la misma, y la secuencia de codificacién del polipéptido que
tiene actividad GnTIil se insertan dentro de una secuencia de gen marcador
del vector, pueden identificarse los recombinantes que contienen la
secuencias de codificacion respectivas mediante la ausencia de la funcién
del gen marcador. Altemativamente, un gen marcador puede colocarse en
tandem con las secuencias de codificacién bajo el control de promotor igual
diferente utilizado para controlar la expresidon de [as secuencias de
codificacién. La expresién del marcador en respuesta a la induccién o
saleccion indica la expresion de la secuencia de codificacion de la ABM de la
invencién y la secuencia de codificacion del polipéptido que tiene actividad
GnTIIL.

[0154] En el tercer criterio, la actividad transcripcional para la regién
codificante de la ABM de la invencién, o un fragmento de la misma, y la
secuencia de codificacién del polipéptido que tiene actividad GnTlll puede
evaluarse por medio de ensayos de hibridizacién. Por ejemplo, puede
aislarse RNA y analizarse por medio de Northem biot (manchado hacla el
Norte) utilizando una prueba homéloga a las secuencias de codificacién de
la ABM de la invencién, o un fragmento de la misma, y la secuencia de
codificacion del polipéptido que tiene actividad GnTlll o porciones
particulares del mismo. Altemativamente, pueden extraerse y ensayarse los
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acidos nucleicos totales de la célula huésped para hibridizacién de tales
pruebas.

[0155] En el cuarto criterio, la expresion de los productos de la
proteina pueden evaluarse inmunolégicamente, por ejemplo mediante
Western blots (manchado hacia el Oeste), inmunoensayos tales como
radioinmuno-precipitacién, inmunoensayos unidos a enzima y similares. La
prueba final del éxito del sistema de expresién, sin embargo, involucra la
deteccién de los productos de gen biolégicamente activos.

Generacién Y Uso de las ABMs Que Tienen Funcién Efectora
Aumentada Incluyendo Citotoxicidad Celular Dependiente de
Anticuerpo

[0156] En realizaciones preferidas, la presente invencion proporciona
glicomorfos de ABMs quiméricas que tienen sustancialmente la misma
especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1 de murina y que tienen funcién
efectora aumentada que incluye citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo. El disefio de glicosilacidbn de anticuerpos ha sido descrita
previamente. Ver, por ejemplo, la Patente U. S. No. 6,602,684, incorporada
aqul en su totalidad para referencia .

[0157] Recientemente los ensayos clinicos de anticuerpoa
monoclonales no conjugados (mAbs) para el tratamiento de algunos tipos de
cancer han producido resultados alentadores. Dillman, Cancer Biother. &
Radiopharm. 12. 223-25 (1997); Deo et al., Inmunology Today 18127
(1997). Se ha aprobado un IgG1 quimérico, no conjugado para el linfoma no
Hodgkin de células B de grado inferior o folicular. Dillman, Cancer Biother. &
Radiopharm. 12:223-25 (1987), mientras que otros mAb no conjugados,
unos tumores de seno solidos objetivo humanizados de IgG1, también han
mostrado resultados promisorios an ensayos clinicos de fase Iil. Deo ef al.,
Inmunology Today 18:127 (1997). Los antigenos de estos dos mAbs se
expresan altamente en sus respectivas células tumorales y los anticuerpos
median la destruccién potente del tumor por medio de células efectoras in
vitro e in vivo. En contraste, muchos otros mAbs no conjugados con finas
especificidades de tumor no pueden disparar funciones efectoras de
potencia suficiente para ser clinicamente Gtiles. Frost ef al., Cancer 80.317-
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33 (1997); Surfus et al., J. Inmunother. 19:184-91 (1996). Actualmente se
esta probando terapia adjunta de citosina para algunos de estos mAbs mas
débiles. La adicidbn de citosinas puede estimular la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo (ADCC) por medio del increments de la actividad
y namero de linfocitos circulantes. Frost ef al., Cancer 80: 317-33 (1997);
Surfus et al.,J. Imrraunotiaer. 19: 184-91 (1996). La ADCC, un ataque Iftico
sobre células de anticuerpo objetivo, se dispara por el enlace de receptores
de leucocitos a la region constante (Fc) de los anticuerpos. Deo et al.,
Inmunology Today 18: 127 (1997).

[0158] Un criterio diferente, pero complementario, para incrementar la
actividad ADCC de IgG1s no conjugados es disefiar la region Fc del
anticuerpo. Los estudios de disefio de protelna han mostrado que los FcyRs
interactian con la regién eje inferior del dominio de IgG CH2. Lund et al., J.
Inmunol. 157 4963-69 (1998). Sin embargo, el enlace FcyR también
requiere de la presencia de oligosacédridos unidos covalentemente al Asn
297 conservado en la regiobn CH2. Lund et al., J. Inmunol.157. 4963- 69
(1998); Wright y Morrison, Trends Biotech. 15: 26-31 (1997), sugiriendo que
tanto el oligosacéarido y el polipéptido contribuyen ambos directaments al
sitio de interaccién o que se requiere del oligosacarido para mantener una
conformacion de polipéptido CH2 activa. La modificacién de la estructura del
oligosacarido puede, por lo tanto, explorarse como un medio para
incrementar la afinidad de la interaccién.

[0159] Una molécula de IgG porta dos oligosacaridos N-enlazados en
su regién Fc, uno sobre cada cadena pesada. Como cualquier glicoproteina,
se produce un anticuerpo como una poblacidn de glicomorfos que comparten
el mismo marco de polipéptido pero que tienen diferentes oligosacaridos
unidos a los sitios de glicosilacion. Los oligosacaridos normalmente
encontrados en la regién Fc de IgG de suero son de tipo complejo bi-
antenario (Wormald et al., Biochemistry 36. 130-38 (1997), con un bajo nivel
de 4cido siélico terminal y N-acetilglucosamina (GicNAc) de biseccién, y un
grado variable de galactosilacién terminal y fucosilaciéon de nacleo. Algunos
estudios sugieren que la estructura minima de carbohidratos requerida pata
el enlace de FcyR yace dentro del nucleo de oligosacéarido. Lund et al., J.
Inmunol. 157 4963-69 (1896).
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[0160] Las lineas celulares derivadas de ratén o hamster utilizadas en
la industria y la academia para la produccidon de mAbs terapéuticos no
conjugados nomalmente unen el oligosacérido requerido determinante para
los sitios Fc. Los IgGs expresados en esas Ilineas celulares carecen, sin
embargo, de la GicNAc de biseccidon encontrada en bajas cantidades en
IgGs de suero. Lifely et al., Glycobiology 318. 813-22 (1995). En contraste,
se ha observado recientemente que un IgG! producido de mieloma de rata,
humanizado (CAMPATH-1H) portaba una GIcNAc de biseccién en algunos
de sus glicomorfos. Lifely et al, Glycobiology 318: 813-22 (1995). El
anticuerpo derivado de célula de rata alcanzd una actividad ADCC in vitro
méxima similar a la de los anticuerpos CAMPATH-1H producidos en lineas
celulares estandar, pero en concentraciones significativamente inferiores de
anticuerpo.

[0161} Nomalmente el antigeno de CAMPATH esta presente en altos
niveles en células de linfoma, y este mAb quimérico tiene alta actividad
ADCC en ausencia de una GIcNAc de biseccion. Lifely et al,
Glycobiology318. 813-22 (1895). En la ruta de glicosilacibn N-enlazada, se
adiciona una GIcNAc de biseccién por GnTIll. Schachter, Biochem.Cell Biol.
64. 163-81 (1986).

[0162] Estudios previos utilizaron una linea celular CHO sencilla de
produccion de anticuerpo, que se disefié previamente para expresar, de una
manera regulada externamente, niveles diferentes de una enzima de de GnT
lll clonado (Umana, P., et al., Nature Biotechnol. 17: 176-180 (1999)). Esta
aproximacion establecié por primera vez una comelacién rigurosa entre la
expresion de GnTIll y la actividad ADCC del anticuerpo modificado. Por lo
tanto, la invencién contempla un anticuerpo recombinante, quimérico o un
fragmento del mismo con la especificidad de enlace del anticuerpo B-Ly1
murina, que tiene una glicosilacién alterada resultante de la actividad GnTIl
aumentada. La actividad GnTIlll aumentada resulta en un incremento en el
porcentaje de oligosacaridos bisecados, asl como también una disminucion
en el porcentaje de residuos de fucosa, en la region Fc del ABM. Este
anticuerpo, o fragmento del mismo, tiene una afinidad de enlace al receptor
Fc aumentada y una funcién efectora aumentada. Adicionaimente, la
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invencidn esta dirigida a un fragmento de anticuerpo y proteinas de fusién
que comprenden una regién que es equivalente a la region Fc de las
inmunoglobulinas.

Aplicaciones Terapéuticas de ABMs Producidas De Acuerdo con los
Métodos de la invencién.

[0163] Las ABMs de la presente pueden utilizarse solas para apuntar y
matar células tumorales in vivo. Las ABMs pueden utilizarse ademas en
conjunto con un agente terapéutico apropiado para tratar el carcinoma
humano. Por ejemplo, las ABMs pueden utilizarse en combinacién con
métodos de f{ratamiento estdndar o convencionales tales como
quimioterapia, terapia de radiacion o pueden conjugarse o unirse a un
farmaco terapéutico, o toxina, asl como también a una linfosina o a un factor
de crecimiento inhibidor de tumor, para liberar el agente terapéutico al sitio
del carcinoma. Los conjugados de las ABMs de esta invencién que son de
primera importancia son (1) inmunotoxinas (conjugados de la ABM y una
mitad citotdxica) y (2) ABMs marcadas (por ejemplo radiomarcado, marcaje
con enzima, o fluorocromo-marcado) en los cuales el marcado proporciona
medios para la identificacidn de complejos inmunes que incluyen la ABM
marcada. Las ABMs también pueden utilizarse para inducir lisis a través del
proceso complementario natural, y para interactuar con células citotéxicas
dependientes de anticuerpo normalmente presentes.

[0164] La mitad citotdxica de la inmunotoxina puede ser un farmaco
citotéxico 0 una toxina enzimaticamente activa de origen bacteriano o
vegetal, o un fragmento enziméaticamente activo ("cadena A") de tal toxina.
Toxinas enzimaticamente activas y fragmentos de las mismas utilizadas son
la cadena A de difteria, fragmentos no de enlaces activos de la toxina de
difteria, cadena A de exotoxina (de Pseudomonas aeruginosa), cadena A de
ricina, cadena A de abrina, cadena A de modecina, alfa-sarcina, proteinas de
Aleurites fordii, proteinas de diantina, protelnas de Phytolacca americana
(PAPI, PAPII, y PAP-S), inhibidor de momordica charantia, curcina, crotina,
inhibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina, restrictocina,
fenomicina, y enomicina. En otra realizacién, las ABMs se conjugan con
moléculas pequefias de fdrmacos anticancer. Los conjugados de la ABM y
tales mitades citotéxicas se hacen utilizando una variedad de de agentes de
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acoplamiento de proteina bifuncionales. Ejemplos de tales reactivos son
SPDP, IT, derivados bifuncionales de imidoésteres tales como dimetil
adipimidato HCI, ésteres activos tales como disuccinimidil suberato,
aldehidos tales como glutaraldehido, compuestos bis-azido tales como bis
(p-azidobenzoil) hexandiamina, derivados de bis-diazonio tales como bis-(p-
diazoniobenzoil}-etilendiamina, diisocianatos tales como tolilen 2,6-
diisocianato, y compuestos de fldor bis-activeos tales como 1,5-difluoro-2,4-
dinitrobanceno. Puede unirse la porcidn lisante de una toxina al fragmento
Fab de los ABMs. Las toxinas adicionales apropiadas son conocidas en el
estado de la técnica, tal como se evidencia en por ejemplo, la Solicitud de
Patente U.S. No. 2002/0128448publicada, aqul incorporada en su totalidad
por referencia.

[0165]) En una nrealizacién, se conjuga una ABM quimérica,
glicodisefiada que tiene sustancialmente la misma especificidad de enlace
del anticuerpo B-L.y1 murina, a una cadena A de ricina. Mas ventajosamentse,
la cadena A de ricina es deglicosidada y producida a través de medios
recombinantes. Se describe un médtodo ventajoso para hacer la
inmunotoxina ricina en Vitetta et al., Science 238, 1098 (1987), incorporada
aqul por referencia.

[0166) Cuando se utilizan para matar células de cancer humano in
vitro para propdsitos de diagndéstico, los conjugados se afiadiran tipicamente
al medio de cultivo celular a una concentracion de al menos
aproximadamente 10 nM. La formulacién y modo de administracion para uso
in vitro no son criticos. Normalmente se utilizaran formulaciones acuosas
que sean compatibles con el medio de cultivo o perfusion. La ctotoxicidad
puede leerse por medio de técnicas convencionales para determinar la
presencia o el grado de cancer.

[0167)] Tal como se discuti6 anteriormente, puede prepararse un
radiofarmacéutico citotéxico para el tratamiento del cancer mediante la
conjugacion de un isétopo radioactivo (por ejemplo., [, Y, Pr) a una ABM
quimérica, glicodisefiada que tiene sustanciaimente la misma especificidad
de enlace del anticuerpo B-Ly1 murina. Se entiende que el tdrmino "mitad
citotoxica” tal como se utiliza aqul incluye tales isétopos.
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[0168] En otra realizaciéon, se llenan liposomas con un farmaco
citotdxico y se recubren los liposomas con las ABMs de la presents
invencién. Debido a que existen muchas moléculas CD20 sobre la superficie
de la célula B maligna, éste método permite la liberacidon de grandes
cantidades de farmaco hacia el tipo celular correcto.

[0169] Las técnicas para la conjugacion de tales agentes terapéuticos
a anticuerpos son bien conocidas (ver, por ejemplo, Amon et al.,"Monocional
Antibodies for Inmunotargeting of Drugs in Cancer Therapy”, en Monoclonal
Antibodies and Cancer Therapy, Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R.
Liss, Inc. 1985); Hellstrom ef al, "Antibodies For Drug Delivery”, en
Controlled Drug Delivery (2nd Ed.), Robinson e! al. {(eds.), pp. 623-53
(Marcel Dekker, Inc. 1987) ; Thorpe, “"Antibody Carmiers Of Cytotoxic Agents
In Cancer Therapy: A Review”, in Monoclonal Antibodies'64 : Blological And
Clinical Applications, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506(1985) ; y Thorpe et
al, "The Preparation And Cytotoxic Properties Of Antibody-Toxin
Conjugates”, inmunol. Rav., 62:119-58 (1982)).

[0170] Aln otras aplicaciones terapéuticas para las ABMs de la
invencién incluyen la conjugacién o unién, por ejemplo, mediante técnicas de
ADN recombinante, a una enzima capaz de convertir un profarmaco en un
farmaco citotdxico y el uso de ese conjugado anticuerpo-enzima en
combinacién con el profirmaco para convertir el profarmaco a un agente
citotdxico en el sitio del tumor (ver, por ejemplo, Senter et al.,"Anti-Tumor
Effects of Antibody-alkaline Phosphatase®, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:
4842-46 (1988); "Enhancement of the in vitro and in vivo Antitumor Activities
of Phosphorylated Mitocycin C and Efoposide Derivatives by Monoclonal
Antibody-Alkaline Phosphatase Conjugates®, Cancer Research 49:5789-
5792 (1989). y Senter, “Activation of Prodrugs by Antibody-Enzima
Conjugates: A New Approach to Cancer Therapy," FASEB J. 4. 188-193
(1990)).

[0171] Aln otro uso terapéutico para las ABMs de la invencién
involucra el uso, blen sea no conjugado, en la presencia de complemento, o
como parte de un conjugado anticuerpo-farmaco o anticuerpo-toxina, para
remover células tumorales de la médula 6sea de pacientes con cancer. De
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acuerdo con esta aproximacién, la medula ésea autdloga puede purgarse ex
vivo mediante tratamiento con el anticuerpo y se infunde de vuelta la médula
dentro del paciente [ver, por ejemplo, Ramsay et al.,"Bone Marrow Purging
Using Monoclonal Antibodies”, J. Clin. Inzrmunol., 8 (2). 81-88 (1988)).

[0172] Adicionalmente, se contempla que la invencién comprende una
inmunotoxina de cadena sencilla que comprende dominios de enlace a
antigeno que permiten sustanciaimente la misma especificidad de enlace
que el anticuerpo B-Lyl de murina (por ejemplo, polipéptidos que
comprenden las CDRs del anticuerpo B-Ly1 de murina) y que comprenden
adicionalmente un polipéptido de toxina. Las inmunotoxinas de cadena
sencilla de la invencién pueden utilizarse para tratar el carcinoma humano in
vivo.

[0173] Similarmente, una protelna de fusién que comprende al menos
la regién de enlace a antigeno de una ABM de la invencién unida a por lo
menos una porcién funcionalmente activa de una segunda protelna que
tienen actividad anti~tumor, por ejemplo, una linfoquina u oncostatina, puede
utilizarse para tratar el carcinoma humano in vivo.

[0174] La presente invencién proporciona un método para matar
selectivamente células de tumor que expresan CD20. Este método
comprende la reaccién del inmunoconjugado (por ejemplo, la inmunotoxina)
de la invencién con dichas células de tumor. Estas células de tumor pueden
ser de un carcinoma humano.

[0175) Adicionaimente, esta invencién proporciona un método de
tratamiento de carcinomas (por ejemplo, carcinomas humanos) in vivo. Este
método comprende la administracin a un sujeto de una cantidad
farmacéuticamente efectiva de una composicion que contiene al menos uno
de los inmunoconjugados (por ejemplo, la inmunotoxina) de la invencién.

[0176] En un aspecto adicional, la invencién esta dirigida a un método
mejorado para el tratamiento de trastomos proliferativos de célula B que
incluyen el linfoma de célula B, asl como también una enfermedad
autoinmune producida en la totalidad o en parte por autoanticuerpos
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patogénicos, basada en el agotamiento de células B que comprende la
administracion de una cantidad terapéuticamente efectiva de una ABM de |a
presente invencién a un sujeto humano en necesidad del mismos. En una
realizacién preferida, la ABM es un anticuerpo anti-CD20 glicodiseflado con
una especificidad de enlace sustancialmente igual a la del anticuerpo B-Ly1
de murina. En ofra realizaciéon preferida, el anticuerpo es humanizado.
Ejemplos de enfermedades o trasiomos autoinmunes incluyen, pero no
estan limitados a, trombocitopenias inmuno-mediadas, tales como parpuras
trombocitopénicas idiopaticas agudas y parpuras trombocitopénicas
idiopéticas cronicas, dermatomiositis, corea de Sydenham, nefritis lupus,
fiebre reumadtica, sindromes poliglandulares, parpura de Henoch-Schonlein,
nefritis pos-estreptocéeica, eritema nodosum, arteritis de Takayasu,
enfermedad de Addison, eritema multiforme, poliarteritis nodosa, espondolitis
anquilosante, sindrome de Goodpasture, tromboangitis ubiterans, cirrosis
biliar primaria, tiroiditis de Hashimoto, tirotoxicosis, hepatitis activa crénica,
polimiositis/dermatomiositis, policondritis, pénfigo vulgar, granulomatosis de
Wegener, nefropatia membranosa, esclerosis lateral amiotréfica, tabes
dorsalis, polimiaglia, anemia pemiciosa, glomerulonefritis rapidamente
progresiva y alveolitis fibrosa, respuestas inflamatorias tales como
enfermedades inflamatorias de la piel incluyendo soriasis y dermatitis (por
ejemplo dermatitis atépica); escleroderma y esclerosis sistémicas;
respuestas asociadas con la enfermedad inflamatoria del intestino (tales
como la enfermedad de Crohn y la colitis ulcerativa); sindrome de dolor
respiratorio (incluyendo sindrome de dolor respiratorio adulto; ARDS);
dermatitis; meningitis; encefalitis; uveltis; colitis; glomerulonefritis;
condiciones alérgicas tales como eczema y asma y ofras condiciones que
involucran la infiltracién de células T y respuestas inflamatorias cronicas;
aterosclerosis; deficiencla de adhesién de leucocito; artritis reumatoidea,;
lupus eritematoso sistémico (SLE); diabetes mellitus (por ejemplo diabetes
mellitus Tipo 1 or diabetes melliitus dependiente de insulina); esclerosis
maltiple; sindrome de Reynaud; tiroiditis autolnmune; encefalomlelitis
alérgica; sindrome de Sorgen; ataque juvenil de diabetes; y respuestas
inmunes asociadas con hipersensibilidad aguda y retardada mediada por
citosinas y linfocitos T encontrados tipicamente en tuberculosis, sarcoidosis,
polimiositis, granulomatosis y vasculitis; amenia pemiciosa (enfermedad de
Addison); enfermedades que involucran la diapédesis de leucocito;
enfermedad inflamatoria de | sistema nervioso central (CNS); sindrome de
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herida multiple de érgano; anemia hemolitica (que incluye, pero no esta
limitada a crioglobinemia 0 anemia positiva de Coombs); miastenia gravis;
enfermedades mediadas por el complejo antigeno-anticuerpo; enfermedad
de la membrana de basamento anti-glomerular, sindrome antifosfollpido;
neuritis alérgica; enfermedad de Graves; sindrome miasténico de Lambert-
Eaton; bulous penfigoide; pénfigo; poliendocrinopatias autoinmunes;
enfermedad de Reiter; sindrome de hombre yerto; enfermedad de Behcet;
arteritis de célula gigante; nefritis del complejo inmune; nefropatia IgA;
polineuropatias de IgM; purpura trombocitopénica inmune '(ITP) o
trombocitopenia autoinmune etc. En este aspecto de la invencion, los ABMs
de la invencidn se utilizan para vaciar la sangre de las células B normales
durante un periodo extendido.

[0177] De acuerdo con la practica de esta invencion, el sujeto puede
ser un humano, equino, porcino, bovino, murino, canino, felino, y sujetos
aviares. Otros animales de sangre caliente también estan incluidos es esta
invencion.

[0178) La invenci6én sujeto proporciona adicionalmente métodos para
la inhibicion del crecimiento de células tumorales humanas, tratamiento de
un tumor en un sujeto, y tratamiento de una enfermedad tipo proliferativa en
un sujeto. Estos métodos comprenden la administracién al sujeto de una
cantidad efectiva de la composicidn de la invencion.

[0179] Es obvio, por lo tanto, que la presente invencion abarca las
composiciones, combinaciones y métodos farmacéuticos para el tratamiento
de carcinomas humanos, tales como un linfoma de células B. Por ejemplo, la
invencién incluye composiciones farmacéuticas para uso en el tratamiento
de carcinomas humanos que comprenden una cantidad farmacéuticamente
ofectiva de un anticuerpo de la presente invencibn y un portador
farmacéuticaments aceptable.

[0180] Las composiciones de ABM de la invencién pueden
administrarse utilizando modos convencionales de administracion que
incluyen, pero no se limitan a, administracién intravenosa, intraperitoneal,
oral, intralinfitica o directamente dentro del tumor. Se prefiere la
administracién intravenosa.
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[0181]) En un aspecto de la invencion, las formulaciones terapéuticas
que contienen las ABMs de la invencién se preparan para almacenamiento
por medio de la mezcla de un anticuerpo que tiene el grado deseado de
pureza con portadores, excipientes o estabilizadores farmacéuticamente
aceptables opcionales (Remington's Pharmaceutical Sciences 16th edition,
Osol, A. Ed. (1980)), en la forma de formulaciones liofilizadas o soluciones
acuosas. Portadores, excipientes o estabilizadores aceptables son no
toxicos para los receptores en las dosificaciones y concentraciones
empleadas, e incluyan soluciones amortiguadoras tales como fosfato, citrato,
y otros acidos orgénicos; antioxidantes que incluyen el acido ascérbico y
metionina; preservativos (tales como cloruro de octadecildimetilbencil
amonio; cloruro de hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de
bencetonio; fenol, alcohol butllico o bencilico; alquil parabenos tales como
metil o propll parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-
cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos de aproximadaments 10
residuos); protelnas, tales como la alblmina de suero, gelatina, o
inmunoglobulinas; polimeros hidrofllicos tales como polivinilpirrolidona;
aminoécidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o
lisina; monosacéaridos, disacéridos, y otros carbohidratos que incluyen
glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes tales como EDTA;
az(cares tales como sucrosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contra-iones
formadores de sal tales como sodio, complejos metéalicos (por ejemplo,
complejos Zn-proteina); y/o surfactantes no-idnicos tales como TWEEN™,
PLURONICS™ o polietilenglicol (PEG).

[0182] Formulaciones ejemplares de ABM anti-CD20 se describen en
wWO0B8/56418, expresamente incomporada aqul por referencia. Esta
publicacién describe una formulacién liquida multidosis que comprende 40
mg/mL de rituximab, acetato 25 mM, trehalosa 150 mM, 0.9% de alcohol
bencllico, 0.02% de polisorbato 20 a pH 5.0 que tiene una vida media
minima de dos afios de almacenamiento a 2-8° C. Otra formulacién ant-
CD20 de interés comprende 10 mg/mL de rituximab en 8.0 mg/mL de cloruro
de sodio, 7.35 mg/mL de citrato de sodio dihidratado, 0.7 mg/mL de
polisorbato 80, y Agua Estéril para Inyeccién, pH 6.5. En la presente
invencion, se sustituird RITUXAN® por una ABM de la presente invencién.
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[0183] Las formulaciones liofilizadas adaptadas para administracién
subcutdnea se describen en WO87/04801. Tales formulaciones liofilizadas
pueden reconstituirse con un diluyente adecuado hasta una alta
concentracion de proteina y la formulacién reconstituida puede administrarse
subcutaneamente al mamifero a ser tratado aqul.

[0184] La formulacién de aqul también puede contsner mds de un
compuesto activo tal como sea necesario para ia indicaciéon particular que
esté siendo tratada, preferiblemente aquellos con actividades
complementarias que no afecten adversamente el uno al otro. Por ejemplo,
puede ser deseable proporcionar adicionalmente un agente citotdxico, un
agente quimioterapéutico, citosina 0 agente inmunosupresor {por gjemplo
uno que actle sobre las células T, tal como ciclosporina o un anticuerpo que
se enlace a las células T, por ejemplo, uno que se enlace a LFA-1). La
cantidad efectiva de tales otros agentes depende de la cantidad de
antagonista presente en la formulacion, el tipo de enfermedad o desorden o
tratamiento, y otros factores discutidos anteriormente. Estos se utilizan
generalmente en las mismas dosificaciones y con rutas de administracion tal
como las usadas aqui anteriormente o aproximadamente de 1 a 99% de las
dosificaciones hasta aqul empleadas.

[0185] Los ingredientes activos también pueden ser atrapados en
microcdpsulas preparadas, por ejemplo, por medio de técnicas de
coacervacibn o mediante polimerizacion interfacial, por ejemplo,
microcapsulas de hidroximetilcelulosa o gelatina y microcépsulas de poli-
(metilmetacilato), repectivamente, en sistemas de liberacion de farmacos
coloidales (por ejemplo, liposomas, microesferas de albGmina,
microemulsiones, nano-particulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones.
Tales técnicas se revelan en Remington's Phamaceutical Sciences 16th
adition, Osol, A. Ed. (1980).

[0186] Pueden prepararse preparaciones de liberacién sostenida.
Ejemplos adecuados de preparaciones de liberacidon sostenida incluyen
matrices semipermeables de polimeros hidrofébicos soélidos que contienen el
antagonista, matrices las cuales estén en la forma de articulos formados, por
ejemplo, peliculas, o microcapsulas. Ejemplos de matrices de liberacion
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sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli (2-hidroxietil- ]"Tq
metacilato), o poli(vinilalcohol)), polilacturos (Pat. U. S. No. 3,773, 919),
copolimeros de acido L-glutamico y yetil-L-glutamato, etilen-vinil acetato no
degradable, coplimeros de Aacido lactico-acido glicdlico degradables tales

como el LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas de
copolimero de &cido lactico-acido glicdlico y acetato de leuproluro), y acido

poli-D- (-}-3-hidroxibutirico.

[0187] Las formulaciones para ser utilizadas para administracién in
vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente mediante filtracién a
través de membranas de filtracién estériles.

[0188] Las composiciones de la invencibn pueden estar en una
variedad de formas de dosificacién que incluyen, pero no estén limitadas a,
soluciones o suspension liquidas, tabletas, plidoras, polvos, supositorios,
microcdpsulas o microvesiculas poliméricas, liposomas, y soluciones
inyectables o infusibles. La forma preferida dependerda del modo de
administracion y de la aplicacién terapéutica.

[0189] Las composiciones de la invencion también incluyen
preferiblemente portadores y adyuvantes farmacéuticamente aceptables
convencionales conocidos en el estado de la técnica tales como albamina de
suero humano, intercambiadores de iones, alimina, lecitina, sustancias
amortiguadoras tales como fosfatos, glicina, acido sérbico, sorbato de
potasio, y sales o electrolitos tales como sulfato de protamina.

[0190] El modo de administracién y el régimen de dosificacibn més
efectivos para las composiciones farmacéuticas de esta invencién dependen
de la severidad y curso de la enfermedad, la salud del paciente y la
respuesta al tratamiento y el juicio del médico tratante. De acuerdo con lo
anterior, las dosificaciones de las composiciones pueden ser tituladas para el
paciente individual. Sin embargo, una dosis efectiva de las composiciones de
esta invencién generalmente estaré en el rango de desde aproximadaments
0.01 hasta aproximadamente 2000 mg/kg.

[0191] Las moléculas aqui descritas pueden estar en una variedad de
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formas de dosificacién las cuales incluyen, pero no estan limitadas a,
soluciones o suspensiones liquidas, tabletas, plldoras, polvos, supositorios,
microcapsulas © microvesiculas poliméricas, liposomas, y soluciones
inyectables o infusibles. La forma preferida dependera del modo de
administracion y de la aplicacién terapéutica. -

[0182] La composicibn que comprende una ABM de la presente
invencion se formulara, dosificaré, y administrard en una manera consistente
con la buena practica médica. Los factores de consideracion en este
contexto incluyen la enfermedad o desorden particular que esté siendo
tratado, el mamifero particular que esté siendo tratado, la condicidn clinica
del paciente individual, la causa de la enfermedad o desorden, el sitio de
liberacion del agente, el método de administracion, el horario de
administracion, y otros factores conocidos para los practicantes médicos. La
cantidad terapéuticamente efectiva del antagonista a ser administrado estara
gobemada por tales consideraciones.

[0193] Como una propuesta general, la cantidad terapéuticamente
efectiva del anticuerpo administrado parenteraimente por dosis estaré en el
rango de aproximadamente 0.1 a 20 mg/kg de peso corporal del paciente por
dia, estando el rango tipico inicial de antagonista utilizado en el rango de
aproximadamente 2 a 10 mg/kg.

[0194] En una realizacién preferida, la ABM es un anticuerpo,
preferiblemente un anticuerpo humanizado Dosis adecuadas para tal
anticuerpo no conjugado estan, por ejemplo, en el rango de
aproximadamente 20 mg/m? a aproximadamente 1000 mg/m?. En una
realizacion, la dosificacibn del anticuerpo difiere de la actualmente
recomendada para RITUXANO®. Por ejemplo, uno puede administrar al
paciente una o més dosis de sustancialmente menos de 375 mg/m? del
anticuerpo, por ejemplo, donde la dosis esté en el rango de
aproximadamente 20 mg/m? a aproximadamente 250 mg/m?, por ejemplo
desde aproximadamente 50 mg/m? a aproximadamente 200 mg/m>.

[0195] Méas aln, uno puede administrar una o mas dosis inicial(es) del
anticuerpo seguida por una o mas dosis subsecuente(s), en donde la dosis
de mg/m? del anticuerpo en la dosis subsecuente(s) excede la dosis de



»g

mg/m?2 del anticuerpo en la dosis inicial(es). Por ejemplo, la dosis inicial
puede estar en el rango de aproximadamente 20 mg/m? a aproximadamente
250 mg/m* (por ejemplo, desde aproximadamente 50 mg/m? hasta
aproximadamente 200 mg/m?) y la dosis subsecuente puede estar en el
rango de aproximadamente 250 mg/m? hasta aproximadamente 1000
mg/m?.

[0196] Tal como se anotd anteriormente, sin embargo, estas
cantidades sugeridas de ABM estidn sujetas a una gran cantidad de
discrecién terapéutica. El factor clave en la seleccién de una dosis y horario
apropiados es el resultado obtenido, tal como se indicé anteriormente. Por
ejemplo, dosis relativamente mas altas pueden necesitarse iniciaimente para
ol tratamiento de enfermedades continuadas y agudas. Para obtener los
resultados mas eficaces, dependiendo de la enfermedad o desorden, el
antagonista se administra tan cerca como sea posible de la primera sefial,
diagnosis, aparicion, u ocurmrencia de la enfermedad o desorden o durante
las remisiones de la enfermedad o desorden.

[0197] La ABM de la presente invencion se administra por medio de
cualquier medio adecuado, incluyendo administracién parenteral,
subcutanea, intraperitoneal, intrapulmonar, e intranasal, y, si se desea para
tratamiento iocal inmunosupresor, intralesional. Las infusiones parenterales
incluyen la administracion intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, o subcutanea. Adicionaimente, el antagonista puede
administrarse adecuadamente por medio de infusién de pulso, por ejemplo,
con dosis declinantes del antagonista. La dosificacion se da preferiblemente
por medio de inyecciones, més preferiblemente inyecciones intravenosas o
subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracion es breve o
crénica.

[0188] Uno puede administrar otros compuestos, tales como agentes
citotéxicos, agentes quimioterapéuticos, agentes inmunosuprasores y/o
citosinas con los antagonistas de aqul. La administracién combinada incluye
la coadministracién, utilizando formulaclones separadas o una formulacién
farmacéutica sencilla, y la administracién consecutiva en cualquier orden, en
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donde existe preferiblemente un periodo de tiempo mientras ambos (o todos)
los agentes activos ejercen simultdneamente sus actividades biolégicas.

[0199] Serd claro que la dosis requerida de la composicidon de la
invenciébn para alcanzar curas puede reducirse adicionalmente con la
optimizacién del horario.

[0200} De acuerdo con la prictica de la invencién, al portador
farmacéutico puede ser un portador lipido. El portador lipido puede ser un
fosfollpido. Adicionalmente, el portador lipido puede ser un acido graso.
Ademés, el portador lipido puede ser un detergente. Tal como se utiliza aqul,
un detergente es cualquier sustancia que altera la tensién superficial de un
liquido, generaimente bajandola.

[0201] En un ejemplo de la invencién, el detergente puede ser un
detergente no idnico. Ejemplos de detergentes no idnicos incluyen, pero no
estan limitados a, polisorbato 80 (también conocido como Tween 80 o
(polioxietilensorbitan monooleato), Brij, y Triton (por ejemplo Triton WR-1339
y Triton A-20).

[0202] Alternativaments, le detergents puede ser un detergente iGnico.
Un ejemplo de un detergente idnico incluye, pero no esta limitado a, bromuro
de alquiltrimetilamonio.

[0203] Adicionalmente, de acuerdo con la invencion, el portador lipido
puede ser un liposoma. Tal como se utilice en esta solicitud, un "liposoma"
es cualquier vesicula unida a membrana que contiene cualquier molécula de
la invencién o combinaciones de ilas mismas.

[0204] Los ejemplos a continuacién explican la invencion en més
detalle. Las siguientes preparaciones y ejemplos son proporcionados para
facilitar a aquellos versados en la materia a entender mas claramente y a
practicar la presente invencién. El alcance de ia presente invencién, sin
embargo, no esta limitado por las realizaciones ejemplificadas, las cuales se
entienden como ilustraciones de aspectos sencillos de la invencidn
Gnicamente, y los métodos que son funcionalmente equivalentes estan
dentro del alcance de la invencién. Realmente, diversas modificaciones de la
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invencidn adicionalmente a aquellas aqui descritas seran aparentes para
aquellos versados en la materia a partir de la descripcién precedente y los
dibujos acompafiantes. Se entiende que tales modificaciones caen dentro
del alcance de las reivindicaciones anexas.



EJEMPLOS

[NOTA: A menos que se especifique otra cosa, las referencias a la
numeracidon de posiciones de residuo de aminoacidos especificos en los
siguientes Ejemplos estan de acuerdo con el sistema de numeracién de
Kabat.]

EJEMPLO 1
Materiales y Métodos
Clonacién y Expresién de Anticuerpo B-Ly1 Recombinante

[0205] Las células de hibridoma que expresan B-Ly1 crecieron en
RPMI que contiene 10% de FBS y 4 mM de L-glutamina. Se cosacharon 6 x
10° células con una viabilidad > 90% y se aislé el RNA total utilizando un
Qiagen RNAeasy midi kit. Los cADNs que codifican las cadenas pesadas y
ligeras variables de B-Ly1 se amplificaron por medio de RT-PCR. Se realiz6
la reaccidn de RT-PCR utilizando las siguientes condiciones: 30 min 50° C
para la primera sintesis de hebra de cADN; 15 min 95° C desnaturalizacién
inicial; 30 ciclos de1 min 94° C, 1 min 45° C, 1.5 min 72° C; y un paso de
elongacién final durante 10 min a 72° C. El tamafioc esperado de los
productos de la PCR se confirmé por medio de electroforesis en gel. Los
productos de la PCR se clonaron dentro de vectores adecuados de E. coli y
el secuenciamiento de ADN confirmé que se aislaron los genes que codifican
la cadena ligera y pesada variable.

[0206] Para la construccion de los vectores de expresién quiméricos
de B-Ly1, se fusionaron secuencias de sefial sintética y sitios de restriccion
apropiados a las cadenas variables por medio de reacciones adicionales de
PCR. Después de una confirmacion final de la secuencia comecta de ADN
de las cadenas variables, se combinaron con las regiones constantes de
lgG1 humano correspondientes. Una vez se construyeron los genes, se
clonaron bajo control del promotor MPSV y hacia arriba de un sitio sintético
de poliA, utilizando dos vectores separados, uno para cada cadena,
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resultando en los plasmidos pETRI 808 (vector do expresién de cadena
pesada) y pETR1813 (vector de expresiéon de cadena ligera). Cada vector
portaba una secuencia EBV OriP.

[0207] Se produjo B-Ly1 quimérico por medio de co-transfeccién de
células HEK293-EBNA con vectores pETR1808 y pETR1813 utilizando una
aproximaciéon de transfeccion de fosfato de calcio. Creciendo
exponencialmente las células HEK283-EBNA se transfectaron mediante el
método de fosfato de calclo. Las células crecieron como cultivos de
monocapa adherents en frascos T utilizando medio de cultive DMEM
complementado con FCS al 10%, y se transfectaron cuando estuvieron entre
un 50 y 80% de confluencia. Para la transfeccion de un frasco T75, se
sembraron 8 millones de células 24 horas antes de la transfeccion en 14 ml
de medio de cultivo DMEM complementado con FCS (al 10% V/V final), 250,
pg/ml de neomicina, y las células se colocaron a 37° C en un incubador con
una atmdsfera al 5% de CO, durante la noche. Para cada frasco T75 a ser
transfectado, se prepare una solucidn de ADN, CaCl. y agua por medio de la
mezcla de 47 pg del vector de ADN plésmido total dividido equitativamente
entre los vectores de expresion de la cadena ligera y pesada, 235 pl de una
solucién 1M de CaCl;, y adicionando agua hasta un volumen final de 469 pl.
A esta solucidn, se adicionaron 469 ul de una solucion de HEPES 50mM,
NaCl 2860 mM, Na,HPO, 1.5 mM a pH 7.05, mezclados inmediatamente
durante 10 seg y dejados a temperatura ambiente durante 20 seg. La
suspension se diluyé con 12 ml de DMEM complementado con FCS al 2%, y
se afiadié al T75 en lugar del medio existente. Las células se incubaron a
37° C, 5% CO durante aproximadamente 17 a 20 horas, posteriormente se
reemplazd el medio con 12 ml de DMEM, FCS al 10%. Para la produccion de
anticuerpo "chB-Ly1" no modificado, las células se transfectaron Gnicamente
con vectores de expresidn de anticuerpo pETR1808 y pETR1813 en una
proporcion 1:1. Para la produccion del anticuerpo “"chB-Lyl-ge®
glicodisefiado, las células se co-transfectaron con cuatro pldsmidos, dos
para la expresién del anticuerpo (pETR1808 y pETR1813), uno para la
expresion de un polipéptido GnTIll de fusion (pETR1518), y uno para la
expresion de manosidasa Il (pCLF8) en una proporcion de 4:4:1:1,
respectivamente. En el dfa 5 post-transfeccién, se cosechd el sobrenadante,
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se centrifugd durante 5 min a 1200 rpm, seguido por una segunda
centrifugacion durante 10 min a 4000 rpm y se mantuvo a 4° C.

[0208] Se purificaron chB-Ly1 y chB-Ly1-ge a partir del sobrenadante
del cultivo utilizando tres pasos cromatograficos secuenciales, cromatografla
de Proteina A, cromatografia de intercambio catidnico, un paso de
cromatografia por exclusién de tamafio sobre una columna Superdex 200
(Amersham Pharmacia) intercambiando la solucidn amortiguadora por una
solucién amortiguadora salina de fosfato y recolectando el pico del
anticuerpo monomérico a partir de este (litimo paso. Se estimd la
concentracion del anticuerpo utilizando un espectrofotdmetro desde la
absorbancia a 280 nm.

Anadlisis de Oligosacarido

[0209] Los oligosacaridos se liberaron enzimaticamente a partir de los
anticuerpos mediante digestion de PNGasaF, con los anticuerpos siendo
bien sea inmovilizados sobre una membrana PVDF o en solucién.

[0210] La solucién resultante digerida que contienen los oligosacéridos
liberados se prepard bien sea directamente por analisis MALDI/TOF-MS o se
digirié adicionalmente con EndoH glicosidasa antes de |la preparacion de la
muestra para andlisis MALDI/TOF-MS.

Método de liberacién de oligosacérido para anticuerpos inmovilizados en
membrana PVDF

[0211] Los pozos de una placa de 96 pozos hecha con una membrana
de PVDF (Immobilon P, Millipore, Bedford, Massachusetts) se humedecieron
con 100 yl de metanol y el liquido se dirigié a través de la membrana de
PVDF utilizando vaclo aplicado al Multitamiz de vacio miditiple (Millipore,
Bedford, Massachusetts). Las membranas de PVDF se lavaron tres veces
con 300 yl de agua. Los pozos se lavaron posteriormente con 50 pi de
solucién amortiguadora de RCM (Urea 8M, Tris 360 mM, EDTA 3.2mM, pH
8.6). Se cargaron entre 30-40 ug de anticuerpo en un pozo que contiene 10
ul de solucién amortiguadora de RCM. Se dirigié el liquido en el pozo a



través de la membrana mediante la aplicacion de vaclo, y la membrana se
lavd subsecuentemente dos veces con 50 yl de solucién amortiguadora de
RCM. La reduccién de los puentes disulfuro se desarrollé mediante Ia
adicién de 50 pl de ditiotreitol 0.1M en RCM e incubacién a 37° C durante 1
h.

[0212] Después de la reduccién, se aplicO vacio para remover la

solucién de ditiotreitol del pozo. Los pozos se lavaron tres veces con 300 pl’

de agua antes de desarrollar la carboximetilacién de ios residuos de cisteina
mediante la adiciébn de 50 pl de acido yodoacético 0.1M en solucidén
amortiguadora de RCM e incubacién a temperatura ambiente en la oscuridad
durante 30 min.

[0213] Después de la carboximetilacién, los pozos se aspiraron con
vaclo y se lavaron subsecuentemente tres veces con 300 pl de agua. La
membrana PVDF se bloqued posteriormente, para prevenir la adsorcion de
la endoglicosidasa, mediante la incubacién de 100 pl1 de una solucién
acuosa al 1% de polivinilpirrolidona 360 a temperatura ambiente durante 1
hora. El reactivo de bloqueo se removié posteriomente mediante vacio
suave seguido por tres lavados con 300 pl de agua.

[0214] Los oligosacéaridos N-enlazados se liberaron mediante la
adicion de 2.5 mU de péptido-N-glicosidasa F (N-Glicanasa recombinante,
GLYKO, Novato, CA) y 0.1 mU de Sialidasa (GLYKO, Novato, CA), para
remover cualquier residuo potencial de monosacarido cargado, en un
volumen final de 25 pl en NaHCO3 20mM, pH7.0). La digestion se desarrollé
durante 3 horas a 37° C.

Método de liberacién de oligosacarido para anticuerpos en solucion
[0215] Se mezclaron entre 40 y 50 ug de anticuerpo con 2.5 mU de

PNGasaF (Glyko, U.S.A.) en Tris 2 mM, pH 7.0 en un volumen final de 25
microlitros, y la mezcla se incubd durante 3 horas a 37° C.



Uso de digestion de Endoglicosidasa H de oligosacéridos PNGasaF-
liberados para la asignacién de estructuras de oligosacarido bisecado
hibrido para picos de oligosacarido neutro MALDI/TOF-MS

[0216] Los oligosacaridos PNGasaF liberados se digirieron
subsecuentemente con endoglicosidasa H (EC 3.2. 1.96). Para la digestion
de EndoH, se afiadieron 15 mU de EndoH (Roche, Suiza) a la digestién de
PNGasaF (método anterior de anticuerpo en solucién) para dar un volumen
final de 30 microlitros, y la mezcla se incubd durante 3 horas a 37° C. La
EndoH se divide entre los residuos de N-acetilglucosamina del nicleo
quitobiosa de los oligosacaridos N-enlazados. La enzima Gnicamente puede
digerir oligomanosa y la mayoria de glicanos de tipo hibrido, mientras que
los oligosacéridos de tipo complejo no se hidrolizan.

Preparacién de la muestra para MALDI/TOF-MS

[0217] Las digestiones enzimaticas que contienen los oligosacaridos
liberados se incubaron durante 3 h adicionales al ambiente durante la
adicién de &cido acético hasta una concentracién final de 150 mM, y se
pasaron subsecuentemente a través de 0.6 ml de resina de intercambio
catidnico (resina AG50W-X8, forma hidrogeno, malla 100-200, BioRad,
Suiza) empacada dentro de una columna cromatogréfica micro-bio-giro
(BioRad, Suiza) para remover los cationes y proteinas. Se aplicdé un
microlitro de la muestra resultante a una placa objetivo de acero inoxidable, y
se mezclé sobre la placa con 1 pl de matriz de sDHB. La matriz de sDHB se
preparé disolviendo 2 mg de é&cido 2,5-dihidroxibenzoico méas 0.1 mg de
acido 5-metoxisalicllico en 1 ml de etanol/cloruro de sodio acuoso 10 mM 1:1
(viv). Las muestras se secaron con aire, se aplicaron 0.2 ul de etanol, y se
permiti6 finalmente que las muestras se re-cristalizaran bajo aire.

MALDI/TOF-MS
[0218] El espectrdmetro de masas MALDI-TOF utilizado para adquirir

los espectros de masas era un Voyager Elite (Perspective Biosystems). El
instrumento se operd en la configuracion lineal, con una aceleracion de 20kV
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y retraso de 80 ns. Se empled la calibracion externa utilizando estandares de
oligosacdrido para la asignacién de masas de los iones. Los espectros de
200 disparos laser se sumaron para obtener el espectro final.

Deplecién de células B en sangre entera

[0219] Se alicuotaron 495 pl de sangre heparinizada a partir de un donador
saludable en tubos de 5 ml de poliestireno, se afiadieron (nicamente 5 pl de
muestras de anticuerpo concentrado 100 veces (concentracion final 1-1000
ng/ml) o PBS y los tubos se incubaron a 37°. Después de 24h se
transfirieron 50 pl de sangre a un tubo fresco y se tifleron con ant-CD3-
FITC, anti-CD19-PE y anti-CD45-CyChrome (Becton-Dickinson) durante 15
min a temperatura ambiente en la oscuridad. Antes del anélisis, se afiadieron
500 pl de solucion amortiguadora FACS (PBS que contiene FCS 2% y EDTA
5mM) a los tubos. La fluorescencia CD3-FITC y CD19-PE de las muestras
de sangre se analizaron flujocitométricamente ajustando un umbral sobre
CD45-CyChrome. La deplecién de células B se determindé por medio de la
graficacién de la proporcion de células CD18'B a células CD3'T.

Enlace de Anticuerpos anti-CD20 a Células Raiji

[0220] Se transfirieron 500.000 en 180 pl de soluciébn amortiguadora
FACS (PBS que contiene FCS 2%y EDTA 5mM) a tubos de 5 ml de
poliestireno y se afiadieron Unicamente 20 pl de muestras de anticuerpo anti-
CD20 concentradas 10 veces (concentracién final1-5000 ng/ml) o PBS y se
incubaron los tubos a 4° C durante 30 min. Subsecuenternente, las muestras
se lavaron dos veces con solucién amortiguadora FACS y se peletizaron a
300 x g durante 3min. El sobrenadante se aspird y las células se recogieron
en 100 ul de solucién amortiguadora FACS y se adicioné 1 yl de fragmentos
F(ab")2-FITC anti-Fc-especlifico (Jackson Immune Research Laboratories,
USA) y los tubos se incubaron a 4° C durante 30 min. Las muestras se
lavaron dos veces con solucién am&rtiguadora FACS y se racogieron en 500
ul de solucidbn amortiguadora FACS que contione 0.5 pug/mi de Pl para
andlisis mediante Citometria de Flujo. El enlace se determindé por medio de
la graficacién de la media geométrica de la fluorescencia contra las
concentracionaes de anticuerpo.
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EJEMPLO 2

Criterio de Aceptor de Alta Homologla

[0221] Se desarrolié la bisqueda del marco aceptor de anticuerpo de
alta homologia mediante la alineacién de la secuencia de proteina B-lyl de
ratdbn a una coleccién de secuencias humanas de linea germinal y
seleccionando la secuencia humana que mostrd la més alta identidad de
secuencia. Aqul, la secuencia VH1_10 de la base de datos VBase se
escogid como la secuencia de marco aceptor de cadena pesada, y se
escogié que la secuencia VK240 fuera el marco aceptor para |a cadena
ligera. Sobre estos dos marcos aceptores, se injertaron las tres regiones
determinantes de complementariedad (CDRs) de los dominios variables
pesados y ligeros de ratén. Dado que la regién 4 del marco no es parte de la
region variable de la linea germinal del gen V, la alineacién para esa
posicién se hizo individualmente. La regién JH4 se escogié para la cadena
pesada, y la regién JK4 se escogié para la cadena ligera. El modelamiento
molecular del dominio de inmunoglobulina disefiado revelé una mancha que
requiere potencialmente de los residuos aminoédcidos de murina en lugar de
los humanos fuera de la CDR. La re-introduccién de los residuos
aminoacidos de murina dentro del marco humano podria generar las asl
denominadas mutaciones de vuetta. Por ejemplo, el residuo amino4cido del
aceptor humano en la posicion Kabat 27 mutd de vuelta a un residuo
tirosina. Se designd que los variantes de anticuerpo humanizado bien sea
incluyeran u omitieran las mutaciones de vuelta. La cadena ligera de
anticuerpo humanizado no requiere de ninguna mutacién de vuelta. Después
de haber disefiado las secuencias de proteina, se sintstizaron las
secuencias de ADN que codifican estas protelnas tal como se detalla a
continuacién.

Criterio del Marco Mezclado

[0222] Con el fin de evitar la introduccién de mutaciones de vuelta en
posiciones criticas de residuo de aminoacido (criticas para retener buena
afinidad de enlace de antigeno o funciones del anticuerpo) del marco aceptor
humano, se investigd si bien la regién 1 de marco completa (FR1), o las
regiones 1 (FR1) y 2 (FR2) de marco juntas, podrian ser reemplazadas por
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secuencias de anticuerpo humano que ya tuvieran residuos donadores, o
aquellos funcionalmente equivalentes, en aquellas posiciones importantes en
la secuencia natural de linea germinal humana. Para este propésito, los
marcos 1 y 2 VH de la secuencia Bly1 de ratén se alinearon individuamente
para secuencias de linea germinal humana. Aqul, la més alta identidad de
secuencia no era importante, y no se utilizd, para la eleccién de los marcos
aceptores, sino que en su lugar se asumié que era mas importante el
emparejamiento de diversos residuos criticos. Aquellos residuos criticos
comprenden los residuos 24, 71, y 94 (numeracion Kabat), y también
aquellos residuos en la posicién 27, 28, y 30 (numeracién Kabat), que yacen
fuera de la definicién de la CDR1 por Kabat, pero que a menudo estan
involucrados en el enlace de antigeno. Se escogié a la secuencia IMGT
V3 15 como la mas adecuada. Después de haber disefiado las
secuencias de proteina, se sintetizaron las secuencias de ADN que codifican
estas proteinas tal como se detalla mas abajo. Utilizando esta aproximacién
no se requirieron mutaciones de vuelta bien sea para la cadena ligera o
pesada, con el fin de retener buenos niveles de enlace a antigeno.

Sintesis de los genes de anticuerpo

[0223] Después de haber disefiado la secuencia de aminoécido de la
region de anticuerpo V humanizado, tiene que generase la secuencia de
ADN. Se encontraron los datos de la secuencia ADN de las regiones
individuales de marco en la bases de datos para secuencias de linea
germminal humana. La secuencia ADN de las regiones CDR se tomé de los
datos correspondientes de cADN de murina. Con estas secuencias, se
ensambilo6 virtualmente la secuencia ADN completa. Teniendo estos datos de
la secuencia ADN, se introdujeron los diagnésticos de los sitios de restriccion
en la secuencia virtual, por medio de la introduccién de las mutaciones
silenciosas, creando sitios de reconocimiento para las endonucleasas de
restriccién. Para obtener la cadena fisica de ADN, se desarroll la sintesis
del gen (por ejemplo, Wheeler et al. 1995). En este método, los
oligonucledtidos se disefiaron a partir de los genes de interés, de tal forma,
que una serie de oligonucledtidos se deriva de la hebra codificante, y otra
serie proviene de la hebra no codificante. Los extremos 3' y 5' de cada
oligonucledtido (excepto el primero y el Gltimo en la fila) siempre muestran
secuencias complementarias para dos promotores derivados de la hebra



opuesta. Cuando se colocan estos oligonuciedtidos dentro de una solucién
amortiguadora de reaccién adecuada para cualquier polimerasa estable al
calor, y se adicionaron Mg2+, dNTPs y una polimerasa ADN, cada
oligonucleétido se extendié desde su extremo 3'. El extremo 3' nuevamernte
formado de un promotor se refuerza posteriormente con el siguients
promotor de la hebra opuesta, y extiende su secuencia adicionalmente bajo
condiciones adecuadas para la elongacion de la cadena de ADN
dependiente del templete. El producto final se cloné dentro de un vector
convencional para propagacion en E. coli.

Produccién de anticuerpo

[0224] Se adicionaron secuencias lider de cadena pesada y ligera
humanas (para secrecitn) hacia arriba de las secuencias de regién variable
anteriores y estas se unieron posteriormente hacia arriba de secuencias de
cadena pesada y ligera constantes de I|gG1 kappa humano,
respectivamente, utilizando técnicas de biologla molecular estandar. Las
secuencias de ADN de cadena pesada y ligera de anticuerpo total
resultantes se subclonaron dentro de vectores de expresién mamifera (uno
para la cadena ligera y uno para la cadena pesada) bajo el control del
promotor MPSV y hacia arriba de un sitio de poliA sintético, portando cada
vector una secuencia EBV OriP, tal como se describié en el Ejemplo 1
anterior. Los anticuerpos se produjeron como se describié en el Ejemplo 1
anterior, especiaimente por medio de co- transfectacion de HEK293-EBNA
con los vectores de expresién de cadena pesada y ligera del anticuerpo
mamifero, cosechando el medio de cuitivo condicionado 5 a 7 dlas después
de la transfeccién, y purificando los anticuerpos secretados mediante
cromatografia de afinidad de Proteina A, seguida por cromatografla de
intercambio catiénico y un paso cromatogréfico final de exclusién por tamafio
para aislar los anticuerpos IgG1 monomeéricos puros. Los anticuerpos se
formularon en una solucién 25 mM de fosfato de potasio, 125 mM de cloruro
de sodio, 100 mM de glicina de pH 6.7. Los variantes glicodisefiados de los
variantes de anticuerpo humanizado se produjeron por medio de co-
transfectacion de los vectores de expresién de anticuerpo junto con unos
vectores de expresién de GnT-lll glicosiltransferasa, o junto con un vector de
expresion de GnT-111 més un vector de expresién de Golgi manosidasa |,
tal como se describié para el anticuerpo quimérico en el Ejemplo 1 anterior.
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Los anticuerpos glicodisefiados se purificaron y formularon tal como se
describié anteriormente para los anticuerpos no glicodisefiados. Los
oligosacéaridos unidos a la regién Fc de los anticuerpos se analizdé por medio
de MALDI/TOF-MS tal como se describe a continuacion.

Andlisis de oligosacéarido

[0225] Método de liberacion de oligosacarido para anticuerpos en
solucion

Se mezclaron entre 40 y 50 yg de anticuerpo con 2.5 mU de PNGasaF
(Glyko, U.S.A.) en Tris 2 mM, pH 7.0 en un volumen final de 25 microlitros, y
la mezcla se incubé durante 3 horas a 37° C.

Preparacién de la muestra para MALDI/TOF-MS

[0226] Los digestos enzimaticos que contienen los oligosacaridos
liberados se incubaron durante 3 h adicionales a temperatura ambiente
después de la adicién de acido acético hasta una concentracién final de 150
mM, y se pasaron subsecuentemente a través de 0.6 ml de resina de
intercambio catiénico (resina AG50W-X8, forma hidrégeno, malla 100-200,
BioRad, Suiza) empacada dentro de una columna de cromatografia micro-
bio-spin (BioRad, Suiza) para remover los cationes y proteinas. Se aplicé un
microlitro de la muestra resultante a una placa objetivo de acero inoxidable, y
se mezclé sobre la placa con 1 ul de matriz de sDHB. La matriz de sDHB se
prepard disolviendo 2 mg de acido 2,5-dihidroxibenzoico mas 0.1 mg de
acido 5-metoxisalicllico en 1 ml de etanol/cloruro de sodio acuoso 10 mM 1:1
(viv). Las muestras se secaron con aire, se aplicaron 0.2 yl de etanol, y se
permitié finalmente que las muestras se re-cristalizaran bajo aire.

MALDI/TOF-MS

[0227] El espectrdmetro de masas MALDI-TOF utilizado para adquirir
los espectros de masas era un Voyager Elite (Perspective Biosystems). El
instrumento se operd en la configuracién lineal, con una aceleracién de 20kV
y retraso de 80 ns. Se empled la calibracién externa utilizando estandares de
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oligosacérido para la asignacién de masas de los iones. Los espectros de
200 disparos l4ser se sumaron para obtener el espectro final.

Ensayo de Enlace a antigeno

[0228] Se evaluaron los variantes anticuerpo humanizado
monomérico, purificadas para enlace a CD20 humano sobre células objetivo
de linfoma de célula B de Raji utilizando un ensayo basado en citometria de
flujo, tal como se describié para el anticuerpo quimérico B-ly1 en el iEjemplo
1 anterior.

Enlace de glicovariantes de IgG1 monomérico a células NK y a linea celular
CHO que expresa Fc RIlIA

[0229] Se aislaron células NK humanas a partir de células
mononucleares de sangre periférica recientemente aisladas (PBMC)
aplicando un enriquecimiento de seleccién negativo para células CD16 y
CD56 positivas (sistema MACS, Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach/Alemania). La pureza determinada mediante la expresion de CD56
estuvo entre 88-95%. Se incubaron células NK recientemente aisladas en
PBS sin iones calcio y magnesio (3 x 105 células/ml) durante 20 minutes a
37° C para remover IgG asociado a célula NK cell. Las células se incubaron
a 106 células/ml en diferentes concentraciones de anticuerpo anti-CD20 (0,
0.1, 0.3, 1, 3, 10 pg/ml) en PBS, BSA0.1 %. Después de varios lavados se
detects el anticuerpo de enlace mediante la incubacién con 1: 200 de FITC-
conjugado F(ab'), cabra antihumano, IgG F(ab')z especifico
(JacksoninmunoReasearch, West Grove, PA/USA) y CD56-PE anti-humano
(BD Biosciences, Allschwil/Suiza). Los fragmentos anti-FcgammaRIIIA 3G8
F(ab): (Ancell, Bayport, MN/USA) se adicionaron a una concentracion de 10
pg/ml hasta completar el enlace de los glicovariantes de anticuerpo (3
pg/mi). Se determind la intensidad de fluorescencia referida a los variantes
de anticuerpo unidos para células positivas CD56 en un FACSCalibur (BD
Biosciences, Allschwil /Suiza). Las células CHO se transfectaron por medio
de electroporacién (280 V, 950 pF, 0.4 cm) con un vector de expresién
codificante para la cadena a y la cadena y de FcgammaRIllA-Val158. Los
transfectantes se seleccionaron mediante la adicion de 6 pg/ml de
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puromicina y los clones estables se analizaron por medio de FACS utilizando
10 pl de anticuerpo monoclonal FITC-conjugado-anti-FcgammaRlil 3G8 (BD
Biosciences, Allschwil/Suiza) para 10° células. El enlace de IgGl a células
CHO que expresan FcgammaRlIIA-Vall58 se desarrollé de manera anéloga
al enlace de célula NK descrito anteriormente.

Ensayo ADCC

[0230] Se utilizaron células mononucleares de sangre periférica
humana (PBMC) como células efectoras y se prepararon utilizando
Histopaque-1077 (Sigma Diagnosticsinc., St. Louis, M063178 USA) y
siguiendo esencialmente las instrucciones del fabricante. En breve, se tomé
sangre venosa de voluntarios con jeringas heparinizadas. La sangre se
diluyé 1:0.75-1.3 con PBS (que no contiene Ca++ or Mg++) y se acodo sobre
Histopaque-1077. El gradiente se centrifugd a 400 x g durante 30 min a
temperatura ambiente (RT) sin freno. La interfase que contiene la PBMC se
recolectd y se lavd con PBS (50 ml por células de dos gradientes) y se
cosechd mediante centrifugacién a 300 x g durante 10 minutes a RT.
Después de la resuspension del pellet con PBS, se contaron las PBMC y se
lavaron una segunda vez mediante centrifugacibn a 200 x g durante 10
minutes a RT. Las células se resuspendieron posteriormente en el medio
apropiado para los procedimientos subsecuentes.

[0231) La proporcién de efector a objetivo utilizada para los ensayos
de ADCC fue de 25:1 y 10:1 para PBMC y células NK, respectivamente. Las
células efectoras se prepararon en medio AIM-V a la concentracién
apropiada con el fin de afiadir 50 pl por pozo de placas de 96 pozos de
fondo redondo. Las células objetivo eran células de linfoma B humano (por
ejemplo, células de Raji) que crecieron en DMEM que contiene FCS10%.
Las células objetivo se lavaron en PBS, se contaron y se resuspendieron en
AIM-V a 0.3 millones por ml con el fin de afiadir 30000 células en 100 pl por
micropozo. Los anticuerpos se diluyeron en AIM-V, afiadido en 50 i a las
células objetivo pre-plaqueadas y se permitié que se unieran a los objetivos
durante 10 minutos a RT. Posteriormente se adicionaron las células
efectoras y la placa se incubd durante 4 horas a 37° C en una atmdsfera
humectada que contiene CO. 5%. Se evalué la muerte de las células
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objetivo mediante la medicién de liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH)
a partir de las células dafiadas utilizando el kit de Deteccién de Citotoxicidad
(Roche Diagnostics, Rotkreuz, Suiza). Después de la incubacién de 4 horas
se centrigugaron las placas a 800 x g. Se transfiieron 100 ul de
sobrenadante de cada pozo a una nueva placa transparente de 98 pozos de
fondo plano. Se adicionaron 100 pl de solucién amortiguadora de sustrato de
color del kit por pozo. Se determinaron los valores de Vmax de la reacciéon
de color en un lector de ELISA a 490nm durante la menos 10 min utilizando
un software SOFTmax PRO (Molecular Devices, Sunnyvale, CAS4088,
USA). Se midi6 la liberacién espontdnea de LDH a partir de los pozos que
contienen Gnicamente células objetivo y efectoras pero no anticuerpos. Se
determiné la liberacion méxima de los pozos que contienen Unicamente
células objetivo y 1% de Triton X-100. Se calculé el porcentaje de muerte
mediada por anticuerpo especifico como sigue: ((x-SR)Y(MR-SR)*100, donde
x o8 la media de Vmax a una concentracion especifica de anticuerpo, SR es
la media de Vmax dela liberacién espontanea y MR es la media de Vmax de
la liberacién maxima.

Ensayo de citotoxicidad dependiente de complemento

[0232] Se contaron células objetivo, se lavaron con PBS, se
resuspendieron en AIM-V (Invitrogen) a 1 millén de células por ml. Se
plaquearon 50 pl de células por pozo en una placa de 96 pozos de fondo
plano. Se prepararon las disoluciones de anticuerpo en AIM-V y se
afiadieron en 50 pl a las células. Se permiti6 que los anticuerpos se
enlazaran a las células durante 10 minutos a temperatura ambients. Se
descongelé recientemente complemento de suero humano (Quidel), se
diluyo 3 veces con AIM-V y se afadié en 50 pl a los pozos. Se prepard
complemento de conejo (Cedarlane Laboratories) tal como se describe por el
fabricante, se diluyé 3 veces con AIM-V y se afiadié en 50 pl a los pozos.
Como un control, se calentaron fuentes de complemento durante 30 min a
56° C antes de la adici6n al ensayo.

Las placas de ensayo se incubaron durante 2h a 37° C. Se determiné la
mierte de las células mediante la medicion de la liberacién de LDH.
Brevemente, las placas se centrifugaron a 300 x g durante 3 min. Se
transfirieron 50 pl de sobrenadante por pozo a una nueva placa de 96 pozos



y se adicionaron 50 ul del reactivo de ensayo del Kit de Citotoxicidad
(Roche). Una medida cinética con el lector de ELISA determind la Vmax
cornespondient? con la concentracin de LDH en el sobrenadante. Se
determiné la liberacién maxima mediante la incubacidon de las células en
presencia de 1% de Trition X-100.

Ensayo de deplecién de célula B de sangre entera

[0233] El agotamiento de célula B normal en sangre entera por los
anticuerpos anti-CD20 se lievd a cabo tal como se describié en el Ejemplo 1
anterior.

Ensayo de apOptosis

[0234] Se ensayd la potencia apoptdtica de los anticuerpos mediante
la incubacién del anticuerpo a 10 pg/ml {condiciones de saturaciébn con
respecto al antigeno de enlace) con las células objetivo (a una concentraciéon
de célula objetivo de 5 x 105 células/ml) durante la noche (16-24 h). Las
muestras se fifieron con AnnV-FITC y se analizaron mediante FACS. El
ensayo 8e hizo por triplicado.

[0235] Se realiza la detaccién mediante citometria de flujo al seguir la
aparicion de marcadores apoptéticos como anexina V y fosfatidi serina. El
control negativo (sin apoptosis inducida) no contenla ningtin anticuerpo, sino
Gnicamente solucién salina amortiguada de fosfato. El control positivo
(apoptosis maxima) contenia 5 micromolar del inductor fuerte de apoptosis
Camptotecina (CPT).

Resultados y Discusion

[0236] La comparacién de los variantes de anticuerpo B-HH1, B-HH2,
B-HH3, del antigeno de enlace a CD20 humano, bien sea acomplejados con
la cadena ligera de B-lyl quimérico (mVL, tal como se describié en el
Ejemplo 1 anterior) o con la cadena ligera de B-ly1 (KV1) humanizado, y el
anticuerpo chB-y1 quimérico, de origen (descrito en el Ejemplo 1 anterior)
mostrd que todos los anticuerpos tienen un valor EC50 similar, pero el
constructo B-HH1 se une con una intensidad/estequeometria inferior que los
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variantes B-HH2 y B-HH3 (Figura 11). Puede distinguirse el B-HH1 del B-
HH2 y B-HH3 por sus regiones CDR1 y CDR2 parciaimente humanas
(definicion de Rabat), asl como también por el polimorfismo Ala/Thr en la
posicién 28 (numeracion de Kabat). Esto indica que bien sea la posicién 28,
la CDR1 completa, y/o la CDR2 completa son importantes para la interaccién
anticuerpo/antigeno.

[0237] La comparacién del B-HL1, B-HH1, y el anticuerpo quimérico
chB-ly1 de origen indic6 la ausencia de cualquier actividad de enlace en el
constructo B-HL1, vy aproximadamente Ila mitad de |Ia
intensidad/estequeometria de enlace del B-HH1 comparado con el B- Iy1
(Figura 12). Tanto el B-HL1 asl como también B-HH1 se disefiaron con base
en marcos aceptores derivados de la clase del VH1 humano. Entre otras
diferencias, la posicién 71 (Numeracién de Kabat; |a posicion 71 de Kabat
corresponde a la posicion 72 de SEQ ID NO:48) del constructo B-HL1 es una
diferencia significativa, que indica su importancia putativa para antigeno de
enlace.

[0238] Cuando se comparan los datos de enlace de antigeno de las
Figuras 9 a 13, los variantes BHH2-KV1, BHL8-KV1, y BHL11-KV1 muestran
la mejor afinidad de enlace, entre los diferentes variantes de anticuerpo
humanizados evaluados, para CD20 humana sobre la superficie de células
humanas. Las diferencias entre B-HH2, por un lado, y B-HL8 y B-HL11 por el
otro se localizan Gnicamente en las regiones FR1 y FR2, siendo las tres
CDRs idénticas (comparar, por ejemplo, SEQ ID NOs: 32, 56, y 60, los
cuales no estin numerados de acuerdo con Kabat, pero cuyas
numeraciones de Kabat pueden ser determinadas facilmente por una
persona versada en la materia. Los B-HL8 y B-HL11 tienen sus secuencias
de FR1 y FR2 derivadas de la clase VH3 humana, mientras que el marco de
B-HH2 completo se deriva de VH1 humana. El B-HL11 es un derivado de B-
HLS con la mutacién simple Glu1Gin (la posicion 1 es la misma tanto en la
numeracién de Kabat y en el sistema de numeracién convencional utilizado
en el listado de secuencias), con Gin siendo el residuo de aminoacido en el
constructo B-HH2. Esto significa que el intercambio de Glu1GIn no altera la
afinidad de enlace ni la intensidad. Las otras diferencias entre B-HH2 y B-
HL8 son 14 residuos del marco, de los cuales uno o mas influirdn el
comportamiento de antigeno de enlace de este anticuerpo.
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[0239] El constructo B-HL4 se deriva del anticuerpo B-HH2 mediante
el reemplazo de FR1 del B-HH2 con aquel de la secuencia VH1_45 de la
linea germinal humana. Este constructo ensefia una capacidad de antigeno
de enlace considerablemente disminuida, a pesar de tener aminoacidos
diferentes en Gnicamente tres posiciones dentro de FR1. Estos residuos se
localizan en las posiciones 2, 14, y 30 (Numeracién de Kabat). De estas, la
posicién 30 puede ser una posicién influyente, dado que hace parte de la
definicién de Chothia de la CDR1. Un andlisis completo de todas las curves
de enlaces de las Figuras 8 a 13 indican que los siguientes residuos de
cadena pesada de B-lyl (Numeracién de Kabat) son importantes para
enlazar a CD20: N35 (extremo de CDR1 de Kabat), CDR1 de Kabat
completa, CDOR2 de Kabat completa y COR3 de Kabat completa, residuos
A71 y R94 (en este caso R94 no puede ser reemplazado por una treonina) y
Y27. A28 y S30 también contribuyen en una medida menor. Adicionalmente
la COR3 de Kabat y todos los residuos candnicos son importantes para el
antigeno de enlace. No se introdujeron mutaciones de vuelta en la cadena
ligera humanizada, que tenia las CDR1, CDR2 y CDR3 de Kabat completas
injertadas. En la induccién de apdptosis (Figuras 14,15 y 21), el variante mas
potente fue el variante BHH2-KV1 de B-lyl humanizado (ain méas potente
que el chB-ly1 original y mucho mas potente que un anticuerpo con una
secuencia idéntica a rituximab, C288). Otros variantes humanizados
(derivados de BHL8) que pueden recuperar la apéptosis aumentada. son: B-
HL12 a B-HL17 (ver Tabla) y BHH8 (atmazones mezclados) y BHHS
("armazones mezclados™ con una mutacién de vuelta, S30T). Las posiciones
9 y 48 (Numeracién de Kabat) puedes contactar al antigeno. Los variantes
BHH4 a BHH7 son otros variantes de B-lyt humanizado que no introducen
secuencias no-humanas adicionales.

[0240] Son propiedades importantes del anticuerpo B-lyl humanizado
que este as un anticuerpo anti-CD20 tipo Il tal como se definié en Cragg, M.
S. y Glennie, M. J., Blood 103 (7):2738-2743 (Abril 2004);. Por lo tanto no
induce, después del enlace a CD20, ninguna resistencia significativa para la
extraccidon por detergente no-idnico de CD20 a partir de la superficie de
células humanas CD20+, empleando el ensayo descrito para este propdsito
en Polyak, M. J. y Deans, J. P., Blood 99(9): 3256-3262 (2002). Ciertamente
induce significativamente menos resistencia a la extraccion por detergente
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no-idnico de CD20 de lo que lo hace en anticuerpo C2B8 (otro anticuerpo
anti-CD20 con secuencia idéntica a rituximab, (ver Pat. Pub. U.S. No. 2003
0003097 para Ref). Tal como se espera de un anticuerpo anti-CD20, el B-ly1
inmunizado no tuvo ninguna actividad mediada por lisis complementaria
significativa y ciertamente mas actividad mediada por lisis complementaria
que el anticuerpo C2B8 anti-CD20 (lgG1 quimérico con secuencia idéntica a
rituximab). Otra propiedad importante del anticuerpo B-lyl humanizado fue
que el mismo fue muy potente en el ensayo de agregacién homotipica. En
este ensayo, se incubaron células humanas CD20-positivas, células de
Daudi, en medio de cultivo celular durante hasta 24 horas a 37° C en una
atmdsfera al 5% de CO, en un incubador de célula mamifera tal como se
describe en detalle en (referencia de Deans), con el anticuerpo a una
concentracion de 1 microgramo por ml y en paralelo a una concentracién de
5 microgramos por ml. Como una comparacién, se hizo una incubacién
paralela, de control de las células bajo condiciones idénticas pero utilizando
el anticuerpo C2B8 anti-CD20. Las células se inspeccionaron visualmente en
diferentes puntos de tiempo, incluyendo 8 horas y 24 horas de incubacion,
utilizando un microscopio. Se encontré que el anticuerpo B-lyl humanizado
conduce a una fuerte agregaciébn homotipica, con agregados que son
significativamente mas grandes que aquellos inducidos por la adicién del
anticuerpo en control C2B8. Adicionalments, y consistente con que el
anticuerpo sea un anti-CD20 tipo I, indujo niveles mas altos de apdptosis
cuando se incubaron las células CD20-positivas con el anticuerpo B-ly1
humanizado, con respecto al control bajo condiciones idénticas utilizando el
anticuerpo IgG1 quimérico C2B8 con secuencia idéntica a rituximab.

[0241] Las variantes glicodisefiadas de los anticuerpos humanizados se
produjeron mediante co-expresidon de GnTlll glicosiltransferasa, junto con los
genes de anticuerpo, en células de mamifero. Esto condujo a un incremento
on la fraccion de oligosacaridos no-fucosilados unidos a la regién Fc de los
anticuerpos, incluyendo los oligosacéridos no-fucosilados bisecados, tal
como han sido descritos en WO 2004/065540 (Figuras 17-19). Los
anticuerpos glicodisefiados tienen niveles significativamente méas altos de
enlace a receptores FcgammaRIll humanos (Figura 20) y como también
actividad ADCC actividad (Figura 16), con respecto al anticuerpo no-
glicodisefiado y con respecto al anticuerpo C2B8. El anticuerpo humanizado



B-ly1 también fue mas potente en la induccion del agotamiento de célula B
humana en un ensayo de sangre entera (Figura 16) que el anticuerpo de
control C2B8. Esto fue cierto tanto para el anticuerpo B-ly1 no-glicodisefiado
y para la versién glicodisefiada del mismo. El anticuerpo glicodisefiado fue
aproximadamente 1000 veces mas potente que el anticuerpo de control

C2B8 anti-CD20 en el agotamiento de las células B en el ensayo de sangre '

entera. Esta comparacion es importante tanto para las formas del anticuerpo
B- ly1 no-glicodisefiadas y para las glicodisefiadas humanizadas, porque
mostrd en ensayos que l[as actividlades combinadas dependientes del
receptor Fc, tales como ADCC, mas lisis mediada por complemento méas
induccion de apOptosis, que ambas formas de B-lyl fueron
significativamente méas potentes que C2B8, aunque ambas formas de B-ly1
tienen actividad de lisis mediada por complemento draméticamente
inferiores. EI ADCC, las actividades de muerte celular dependientes de
receptor Fc y la induccién de apdptosis se presentaron en esta actividad
superior de los variantes del anticuerpo B-ly1 humanizado. Adicionalments,
en el ensayo de apoptosis, tanto las formas glicodisefiadas y no-
glicodisefiadas de este anticuerpo anti-CD20 tipo Il fueron potentes, con los
variantes Fc-disefiados con afinidad de enlace aumentada para los
receptores Fcgamma siendo aln méas potente en la induccidén de apdptosis
que el variante no-Fc-diseflado, y con todos los variantes siendo
significativamente més potentes que el anticuerpo C2B8 de control. No se
conoce el mecanismo exacto para la agregacién homotipica mejorada y la
induccion de apdptosis mediada por anticuerpos anti-CD20 tipo |l y el enlace
concomitante a otras moléculas sobre la superficie de células CD20-
positivas, tales como los receptores Fc gamma, puede influir en esta
importante propiedad. Por lo tanto, fue importante demostrar que los
anticuerpos anti-CD20 de tipo Il que han sido diseflados en su region Fc
para afinidad de enlace aumentada a receptores Fc gamma, que incluyen
FegammaRIll y con un incremento asociado en la actividad ADCC, seguirén
siendo capaces de inducir ap6ptosis fuerte, incluso mayor que los no Fc-
disefiados, y agregacién homotipica. La induccion de apdptosis es
importante como in vivo, ya que existen localizaciones en el cuerpo donde
las células CD20- positivas objetivo pueden encontrarse, pero en donde el
acceso a las células FcgammaRlIil-positivas es méas dificil que en la sangre,
tales localizaciones son, por ejemplo, nodos linfaticos. En aquellas
localizaciones, la inducciéon de apéptosis mediante el anticuerpo anti-CD20
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en sl mismo puede ser crucial para la buena eficacia de la terapia de
anticuerpo anti-CD20 en humanos, tanto para el tratamiento de malignidades
hematolégicas tales como los linfomas de no-Hodgkins y la leucemia
linfocltica de células B cronica, y para el tratamiento de enfermedades
autoinmunes tales como la artritis reumatoide y el lupus a través de una
aproximacién de agotamiento de células B. La afinidad de enlace aumentada
para FcgammaRIill y ADCC mas alta del anticuerpo anti-CD20 tipo I
humanizado, Fc-disefiado también puede ser un atributo muy importante
para tales terapias. Finalmente, la actividad de lisis mediada por
complemento reducida o despreciable de estos anticuerpos anti-CD20 de
tipo Il, que incluyen variantes humanizadas y Fc-disefladas, también puede
ser una activacion por complemento importante mas alta mediants los
anticuerpos anti-CD20 que ha sido correlacionada con efectos laterales
aumentados, no deseables.
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REIVINDICACIONES
1. Un polinucleédtido aislado que comprende

a. una secuencia seleccionada del grupo consistente de: SEQ ID
NO.: 5, SEQ ID NO.: 6 y SEQ IDNO : 7; y

b. una secuencia seleccionada del grupo consistente de: SEQ ID
NO:21, SEQID NO: 22y SEQ ID NO: 23; y

C. secuencia ID NO : 24.

2. Un polinucledtido aislado que comprende SEQ ID NO.: 8, SEQ ID
NO.: 9y SEQID NO.: 10.

3. Un polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o
reivindicacién 2, que codifica un polipéptido de fusién.

4, Un polinucleétido aislado que comprende SEQ ID No.: 3.
5. Un polinucledtido aislado que comprende SEQ ID No.: 4.

6. Un polinucledtido aisladode acuerdo con la reivindicacién 4 o 5, en
donde dicho polinucleétido aislado codifica un polipéptido de fusion.

[£ Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 80% de identidad a la SEQ ID NO: 3, en donde dicho polinucleétido
aislado codifica un polipéptido de fusion.

8. Un polinucleétido aisladoque comprende una secuencia que tiene al
menos 80% de identidad a la SEQ ID NO: 4, en donde dicho polinucledtido
aislado codifica un polipéptido de fusién.

9. Un polinucledtido aislado que comprende

a. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID No.:1; y



b. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de una Regién Fc de anticuerpo, 0 un fragmento del, de una
especie diferente a la de ratén.

10. Un polinucledtido aislado que comprende

a. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID No.: 2; y

b. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de una Regién Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de

una especie diferente a la de ratdn.

11. Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID No. : 1.

12. Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID No.: 2.

13. Un polinucleétido aislado que comprende la SEQ ID NO. : 11.

14. Un polinucledtido aislado que comprende la SEQ ID NO.: 12.

15. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 80% de identidad a la SEQ ID NO.: 11 o ala SEQ ID NO.: 12.

16. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 85% de identidad a la SEQ ID NO.: 11 o0 ala SEQ ID NO. : 12.

17. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 90% de identidad a la SEQ ID NO.: 11 o ala SEQ ID NO. : 12.

18. Un polinucledtido aislado que comprede una secuencia que tiene al
menos 95% de identidad a la SEQ ID NO.: 11 o ala SEQ ID NO. : 12.

19. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 99% de identidad a la SEQ ID NO.:11 o ala SEQ ID NO.:12.
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20. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que codifica
un polipéptido que tiene la SEQ ID NO:13 (cadena pesada aa).

21. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que codifica
un polipéptido que tiene la SEQ ID NO:14 (cadena ligera aa).

22. Un polinucledtido aislado que comprende

a. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la regién
Vy del anticuerpo B-Ly1 de murina, o variantes del mismo; y

b. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de una Regién F¢ de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de
una especie diferente a la de ratén. .

23. Un polinucledtido aislado que comprende

a. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la regién
Vi del anticuerpo B-Ly1 de murina, o variantes del mismo; y

b. una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
sacuencia de una Regién Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de
una especie diferente a la de raton.

24. Un vector de expresion que comprende un polinucleétido aislado de
acuendo con cualquiera de las reivindicaciones 1-23.

25. E! vector de la reivindicacidn 24, en donde dicho vector es
policistrénico.

26. Una célula huésped que comprende el vector de expresién de la
raivindicacion 24.

27. Una célula huésped que comprende un polinucleétido aislado de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-23.
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28. Un polipéptido que comprende una secuencia derivada del anticuerpo
B-Ly1 de murina y una secuencia derivada de un polipéptido heterélogo.

29. Una molécula que se enlaza a antigeno que comprende el polipéptido
de la reivindicacion 28.

30. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 29, que se enlaza a CD20 humano.

31. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con Ila
reivindicacion 29, que es un anticuerpo.

32. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 31, que es un anticuerpo quimérico.

33. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 31, que es un anticuerpo humanizado.

34. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 31, que es un anticuerpo primatizado.

35. Un polipéptido quimérico que comprende la secuencia de la SEQ ID
NO: 1 o una variante de la misma.

38. Un polipéptido quimérico que comprende [a secuencia de la SEQ ID
NO : 2 0 una variante de la misma.

37. Un polipéptido quimérico que comprende:

a. un polipéptido que tiene la secuencia seleccionada dal grupo
que consiste de: SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:16 y SEQ ID NO: 17, y

b. un polipéptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo
que consiste de: SEQ ID NO: 25, SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 27; y

c. SEQ ID NO: 28.
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38. Un polipéptido quimérico de acuerdo con la reivindicacién 37, que
ademas comprende un marco de region variable de cadena pesada, e donde
dicho marco comprende un residuo de alanina en la posicién 71, de acuerdo
a la numeracién Kabat.

39. Un polipéptido quimérico de acuerdo con la reivindicacién 37, que
comprende ademas un marco de regidn variable de cadena pesada, en
donde dicho marco comprende un residuo de arginina en la posicién 94, de
acuerdo con la numeracion Kabat.

40. Un polipéptido quimérico que comprende la SEQ ID NO:18, SEQ ID
NO:18 y SEQ ID NO: 20.

41. Un polipéptido aislado que comprende la SEQ ID NO:13 o una
variante de la misma.

42. Un polipéptido aislado que comprende la SEQ ID NO: 14 o una
variante de la misma.

43. El polipéptido aislado de acuerdo con cualquiera de Ilas
reivindicaciones 3540, en donde dicho polipéptido es un polipéptido de
fusion.

44. Una molécula que se enlaza a antigeno que comprende el polipéptido
aislado de la reivindicacién 43.

45. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 44, en
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo.

46. El anticuerpo de la reivindicacién 45, en dondo dicho anticuerpo es un
anticuerpo primatizado.

47. El anticuerpo de la reivindicacién 45, en donde dicho anticuerpo es un
anticuerpo humanizado.

48. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 44, en
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donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un fragmento de
anticuerpo.

49. El fragmento de anticuerpo de la reivindicacién 48, en donde dicho
fragmento de anticuerpo es primatizado.

50. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 48, en
donde dicho fragmento de anticuerpo es humanizado.

51. Una molécula que se enlaza a antigeno, que es capaz de competir
con el anticuerpo B-Ly1 de murina para enlazarse a CD20, en donde dicha
molécula que se enlaza a antigeno es quimérica.

52. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 51, en
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo.

53. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 52, en
donde dicho anticuerpo es primatizado.

54. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 51, en
donde dicho anticuerpo recombinante es humanizado.

55. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 51, en
donde dicho anticuerpo recombinante comprende una Regién Fc humana.

56. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 55, en
donde dicha Regiéon Fc humana es la Regién Fc de IgG humana.

57. Una molécula que se enlaza a antlgeno de cualquiera de las
reivindicaciones 29-34 o 44-568, dicha molécula que se enlaza a antigeno
tiene una Regién Fc con oligosacaridos modificados.

58. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde dicha Raegién Fc ha sido modificada para tener
residuos de mucosa reducidos comparados con molécula que se enlaza a
antigeno no modificada.



59. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 57, en donde dicha Regién Fc tiene una proporcién
aumentada de oligosacéridos bisecados.

60. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 59, en donde dichos oligosacaridos modificados con
complejos, bisecados.

61. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde dichos oligosacéaridos modificados tienen una
proporciéon aumentada de oligosacaridos no fucosllados, bisecados en la
Regién Fc de dicha molécula que se enlaza a antigeno.

62. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 61, en donde dichos oligosacaridos no fucosilados, bisecados
so hibridos.

63. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 61, en donde dichos oligosacaridos no fucosilados, bisecados
son complejos.

64. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 20% de los oligosacéaridos en la
Region Fec de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

65. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 30% de los oligosacaridos en la
Regién Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

66. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 35% de los oligosacaridos en la
Regién Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

67. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 70% de los oligosacaridos en la
Regién Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.
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68. Un método para producir una molécula que se enlaza a antigeno, que
es capaz de cometir con el anticuerpo B-Ly1 de murina para enlazarse a
CD20 humano, y en donde dicha molécula de enlace a antigeno es
quimérica; dicho método comprende

a. cultivar la célula huésped de la reivindicacibn 26 o
reivindicacién 27 en un medio bajo condiciones que permiten la expresién de
dicho polinucieétido que codifica dicha molécula que se enlaza a antigeno; y

b. racuperar dicha molécula que se enlaza a antigeno del cultivo
resultante.

69. El método de la reivindicacién 68, en donde dicha molécula que se
enlaza a antigeno es un anticuerpo.

70. Una composicion farmacéutica que comprende la molécula que se
enlaza a antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 28-34 o
46-67 y un vehfliculo farmacéuticamente aceptable.

71. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 70, en donde dicha
composicién comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

72. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 70, en donde dicha
composition comprende ademés un adyuvante.

73. Una célula huésped disefiada para expresar al menos un acido
nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad p(1.4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa 11l en una cantidad suficiente para modificar los
oligosacéridos en la Regién Fc de un polipéptido producido por dicha célula
huésped, en donde dicho polipéptido es una molécula que se enlaza a
antigeno de acuerdo con cualquiera da las reivindicaciones 44-67.

74. La célula huésped de la reivindicacién 73, en donde dicho polipéptido
que tiene antividad p(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Ill es un
polipéptido de fusién. '
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75. La célula huésped de la reivindicacién 73, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno as un anticuerpo.

76. La célula huésped de la reivindicacién 73, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno es un fragmento de anticuerpo.

77. La célula huésped de la reivindicacién 73, en donde dicha moiécula
que se enlaza a antilgeno comprende una regién equivalente a la Regién Fc
de un IgG humano.

78. La célula huésped de la reivindicacién 73, en donde molécula que se
enlaza a antigeno producida por dicha célula huésped exhibe afinidad de
enlace al receptor Fc aumeantada como resultado de dicha modificacion.

79. La célula huésped de la reivindicacion 73, en donde molécula que se
enlaza a antigeno producida por dicha célula huésped exhibe funcién
efectora aumentada como resuitado de dicha modificacion.

80. Una célula huésped de acuerdo con la relvindicacion 74, en donde
dicho polipéptido de fusion comprende el dominio catalltico de B(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa ll1.

81. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 74, en donde
dicho polipéptido de fusién comprende ademas el dominio de localizacion
Golgi de un polipéptido residente en Golgi heterdlogo.

82. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 81, en donde
docho dominio de localizacidn Golgi es el dominio de localizacién de
manosidasa II.

83. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 81, en donde
dicho dominio de localizacién Golgi es el dominio de localizacién de (1, 2)-
N-acetilglucosaminiltransferasa |.

84. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicaciéon 81, en donde
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dicho dominio de localizacién Golgi es el dominio de localizacién de p(1, 2)-
N-acetilglucosaminiltransferasa Il.

85. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicaciébn 81, en donde
dicho dominio de localizacién Golgi es el dominio de localizacién de
manosidasa I.

86. Una céluia huédsped de acuerdo con [a reivindicaciéon 81, en donde
dicho dominlo de localizacién Golgi es el dominio de localizacion de
fucosiltransferasa de nicleo «1-6.

87. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 79, en donde
dicha funcién efectora aumentada es citotoxicidad celular mediada por Fc
aumentada.

88. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde
dicha funcién efectora aumentada es enlace aumentado a células NK.

89. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 79, en donde
dicha funcién efectora aumentada es enlace aumentado a macréfagos.

90. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 79, en donde
dicha funcién efectora aumentada es enlace aumentado a células
polimorfonucleares.

91. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 79, en donde
dicha funcién efectora es enlace aumentado a monocitos.

92. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 79, en donde
dicha funcion efectora aumentada es sefializacién directa aumentada que
induce apoOptosis.

93. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde
dicha funcién efectora aumentada es maduracién de célula dendritica
aumentada.
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94. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 79, en donde
dicha funcién efectora aumentada es copiado de célula T aumentado.

95. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde
dicho receptor Fc es el receptor de activacion Fcy.

98. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 78, en donde
dicho receptor Fc es el receptor FcyRIIIA.

97. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 73, en donde
dicha célula huésped es una célula CHO, una célula BHK, una célula NSO,
una célula SP2/0, una célula de mieloma YO, una célula de mieloma P3X63
de ratdn, una célula PER, una célula PER. C6 o una célula de hibridoma.

98. La célula huésped de la reivindicacién 73, que comprende ademas al
menos un polinucledtido transfectado que codifica un polipéptido de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 28 y 3541, y en donde dicho acido
nucleico comprende una sacuencia que codifica una regién equivalente a la
Region Fc de una inmunoglobulina humana.

99. La célula huésped de la reivindicacién 73, en donde dicho al menos
un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad p(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa |ll, estd operablemente unido a un elemento
promotor constitutivo.

100. La célula huésped de la reivindicacion 89, en donde dicho polipéptido
que tiene actividad p(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferasa 1ll es un
polipéptido de fusién.

101. Un método para producir una molécula que se enlaza a antigeno que
tiene oligosacaridos modificados en una célula huésped, dicho meétodo
comprende:

a. cultivar una célula huésped disefiada para expresar al menos
un acido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad p(1, 4)-N-
acetilglucosaminiltransferasa Ill bajo condiciones que permiten la producion
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de dicha molécula que se enlaza a antigeno, y que.permite la modificacion
de los oligosacéaridos presentes en la Regién Fc de dicha molécula que se
enlaza a antigeno; y

b. aislar dicha molécula que se enlaza a antigeno, en donde dicha
molécula que se enlaza a antigeno es capaz de competir con el anticuerpo
B-Ly1 de murina para enlazarse a CD20, y en donde dicha molécula que se
enlaza a antigeno o fragmento de la misma es quimérica.

102. Un método de acuerdo con la reivindicacién 101, en donde dichos
oligosacéridos modificados tienen fucosilaciéon reducida comparados con
oligosacaridos no modificados.

103. Un método de acuerdo con la reivindicacion 101, en donde dichos
oligosacaridos modificados son hibridos.

104. Un método de acuerdo con la reivindicacién 101, en donde dichos
oligosacaridos modificados con complejos.

105. Un método de acuerdo con la reivindicacién 101, en donde dicho
anticuerpo recombinante o fragmento del mismo producido por dicha célula
huésped tiene una proporcién aumentada de oligosacaridos bisecados, no
fucosilados en la Region Fc de dicho polipéptido.

106. Un método de acuerdo con la reivindicacién 105, en donde dichos
oligosacéridos bisecados, no fucosilados son hibridos.

107. Un método de acuerdo con la reivindicacion 105, en donde dichos
oligoscaridos bisecados, no fucosilados son complejos.

108. Un método de acuerdo con la reivindicacién 101, en donde al menas
20% de los oligosacdridos en la Regién Fc de dicho polipéptido son
bisecados, no fucosilados.

109. Un método de acuerdo con la reivindicacién 101, en donde al menos
30% de los oligosacaridos en la Regién Fc de dicho polipéptido son
bisecados, no fucosilados.
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110. Un método de acuerdo con la reivindicaciéon 101, en donde al menos
35% de los oligosacéridos en la Regibn Fc de dicho polipéptido son
bisecados, no fucosilados.

111. Una molécula que se enlaza a antigeno disefiada para tener funcion
efectora aumentada producida mediante el método de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 101-110.

112. La molécula que se eniaza a antigeno de la reivindicacién 111, en
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo.

113. Un anticuerpo disefiado para tener afinidad de enlace al receptor Fc
aumentada, producido mediante el método de cualquiera de las
reivindicaciones 101-110.

114. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 113, en
donde dicha molécula que se enlaza a antlgeno es un anticuerpo.

115. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicaciéon 111, en donde dicha funcién efectora aumentada es
citotoxicidad celular mediada por Fc aumentada.

116. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 111, en donde dicha funcién efectora aumentada es enlace
aumentado a células NK.

117. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 111, en donde dicha funcion efectora aumentada es enlace
aumentado a macréfagos.

118. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 111, en donde dicha funcién efectora es enlace aumentado a
monocitos.

119. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
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reivindicacion 111, en donde dicha funcién efectora aumentada es enlace
aumentado a células polimorfonucleares.

120. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 111, en donde dicha funcién efectora aumentada es
seflializaciéon directa aumentada que induce apéptosis.

121. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 111, en donde dicha funcidn efectora aumentada es
maduracion de célula dendritica aumentada.

122. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 111, en donde dicha funcién efectora aumentada es copiado
de célula T aumentado.

123. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 113, en donde dicho receptor es el receptor Fc receptor es el
receptor que activa Fc.

124. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 113, en donde dicho receptor Fc es el receptor FoyRllla.

125. Una molécula que se enlaza a antigeno producida por el médodo de
cualquiera de las reivindicaciones 101 a 110, en donde dicha molécula que
se enlaza a antigeno es un fragmento de anticuerpo que contiene la Regién
Fc, y disefiado para tener funcién efectora aumentada.

126. Una molécula que se enlaza a antigeno producida por el método de
cualquiera de las reivindicaciones 101 a 110, en donde dicha molécula que
se enlaza a antigeno es una protelna de fusién que incluye un polipéptido
que tiene la SEQ ID NO:1 y una regidn equivalente a la Regién Fc de una
inmunoglobulina y disefiada para tener funcién efectora aumentada.

127. Una molécula que se enlaza a antigeno producida por el método de
cualquiera de las reivindicaciones 101 a 110, en donde dicha molécula que
se enlaza a antigeno es una protelna de fusidon que incluye un polipéptido
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que tiene una secuencia seleccionada del grupo consistente de SEQ ID No:
30; SEQ 1D No: 32; SEQ ID No: 34; SEQ ID No: 36; SEQ ID No: 38; SEQ ID
No: 40; SEQ ID No: 42; SEQ ID No: 44; SEQ ID No: 46; SEQ ID No: 48;
SEQ ID No: 50; SEQ ID No: 52; SEQ ID No: 54, SEQ ID No: 56; SEQ ID No:
58; SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ ID No: 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID
No : 68; SEQID No : 70; y SEQ ID No : 72, y una regién equivalente a la
Regién Fc de una inmunoglobulina y disefiada para tener fucién efectora
aumentada.

128. Una molécula que se enlaza a antigeno producida por el método de
cualquiera de las reivindicaciones 101 a 110, en donde dicha molécula que
se enlaza a antigeno es una protelna de fusién que incluye un polipéptido
que tiene la secuencia de SEQ ID NO:3 y una regién equivalenta a la Regién
Fc de una inmunoglobulina y disefiada para tener funcién efectora
aumentada.

129. Una molécula que se enlaza a antigeno producida por el método de
cualquiera de las reivindicaciones 101 a 110, en donde dicha molécula que
se enlaza a antigeno es una protelna de fusién que incluye un polipéptido
que tiene la secuencia de SEQ ID NO: 76 y una regién equivalente a la
Regién Fc de una inmunoglobulina y disefiada para tener funcién efectora
aumentada.

130. Una composicién farmacéutica que comprende la molécula que se
enlaza a antigeno de cualquiera de las reivindicaciones 111 a 129 y un
vehliculo farmacéuticamente aceptable.

131. Una composicién farmacéutica que comprende el fragmento de
anticuerpo de la reivindicacién 125 y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

132. Una composicion farmacéutica que comprende la proteina de fusion
de cualquiera de las reivindicaciones 126 a 129 y un vehfculo

farmacéuticamente aceptable.

133. Un polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5 que
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comprende ademés una secuencia que codifica una regidn constante de

cadena ligera o0 pesada de anticuerpo humano.

134. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia con al menos
80% de identidad a la SEQ ID NO: 24, en donde dicho polinucleétido aislado

codifica un polipéptido de fusiodn.

135. Un célula huésped que coexpresa un polinucledtido aislado de
acuerdo con la reivindicacién 134 y un polinucleétido que comprende una

secuencia que codifica la regidn variable de una cadena ligera de anticuerpo.

136. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con
reivindicacién 57, en donde al menos 50% de los oligosacaridos en
Regién Fc son bisecados.

137. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con
reivindicacién 57, en donde al menos 60% de los oligosacaridos en
Regién Fc son bisecados.

138. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con
reivindicacion 57, en donde al menos 70% de los oligosacéridos en
Region Fc son bisecados.

139. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con
reivindicacién 57, en donde al menos B0% de los oligosacaridos en
Regién Fc son bisecados.

140. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con
reivindicacién 57, en donde al menos 80% de los oligosacaridos en
Regién Fc son bisecados.

141. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con
reivindicacién 57, en donde al menos 50% de los oligosacéridos en

Regién Fc son no fucosilados.

142. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con
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reivindicacion 57, en donde al menos 60% de los oligosacéridos en la
Regién Fc son no fucosilados.

143. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 57, en donde al menos 70% de los oligosacaridos en la
Regién Fc son no fucosilados.

144. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 57, en donde al menos 75% de los oligosacéridos en la
Region Fe son no fucosilados.

145. Un polinucléotidoaislado que comprende una secuencia seleccionada
del grupo que consista de SEQ 1D No : 29; SEQ ID No : 31; SEQ ID No : 33;
SEQ ID No : 35; SEQ ID No : 37; SEQ ID No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID
No : 43; SEQ ID No : 45; SEQ ID No : 47; SEQ ID No : 49; SEQ ID No : 51;
SEQ ID No : 53; SEQ ID No : 55; SEQ ID No : 57; SEQ ID No : 58; SEQ ID
No:61; SEQID No:63; SEQIDNo: 65 SEQIDNo:67,SEQIDNo:69;y
SEQID No: 71.

146. Un polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicaciéon 145, en
donde dicho polinucledtido aislado comprende la SEQ ID NO: 31.

147. Un polinucledtido aisiado de acuerdo con la reivindicacidén 145, en
donde dicho polinucledtido aislado comprende la SEQ ID NO: 55.

148. Un polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacion 145, en
donde dicho polinucleétido aislado comprende la SEQ ID NO: 58.

149. Un polinucleétido aislado que comprende la SEQ ID No: 75.

1560. Un polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicacién 145 o 146,
en donde dicho polinucleétido aislado codifica un polipéptido de fusion.

151. Un polinucleétido aislado que comprende
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a) una secuencia que codifica un polipéptido que tiene una
secuencia seleccionada del grupo consistente de SEQ 1D.NO: 32; SEQ ID
NO: 56, y SEQ ID NO: 60; y

b) una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID NO: 76

152. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 80% de identidad a una secuencia seleccionada del grupo
consistente de la SEQ ID No: 29; SEQ ID No : 31; SEQ ID No : 33; SEQ ID
No : 35; SEQ ID No : 37; SEQ ID No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43;
SEQID No:45; SEQID No:47; SEQID No : 49; SEQ ID No : 51; SEQ ID
No : 53; SEQ ID No : 55; SEQ ID No : 57, SEQ ID No : 59; SEQ ID No : 61;
SEQID No :63; SEQ ID No: 65; SEQID No : 87; SEQ ID No : 69; y SEQ ID
No : 71, en donde dicho polinucleétido aislado codifica un polipéptido de
fusion.

153. Un polinuciedtido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 80% de identidad a la SEQ ID NO: 75, en donde dicho polinucledtido
aislado codifica un polipéptido de fusion.

154. Un polinucieétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 85% de identidad a una secuencia seleccionada del grupo
consistente de la SEQ ID No : 29; SEQ ID No : 31; SEQ ID No : 33; SEQ ID
No : 35; SEQ ID No : 37; SEQ ID No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43;
SEQ ID No : 45; SEQ ID No : 47; SEQ ID No : 49; SEQ ID No : 51; SEQ ID
No : 53; SEQ ID No : 55; SEQ ID No : 57; SEQ ID No : §9; SEQ ID No : 81;
SEQID No: 63; SEQID No : 65; SEQID No: 67, SEQID No: 69: ySEQID
No:71.

155. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 85% de identidad a la SEQ ID No: 75.

166. Un polinucledtido alslado que comprende una secuencia que tiene al
menos 90% de identidad a una secuencia seleccionada del grupo
consistente de la SEQ ID No: 29; SEQ D No : 31; SEQ ID No : 33; SEQ ID
No : 35; SEQ ID No: 37; SEQ ID No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43;
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SEQIDNo:45 SEQID No:47,SEQID No:49; SEQID No: 51; SEQID
No : 53; SEQ ID No : 55; SEQ ID No : 57; SEQ ID No : 59; SEQ ID No : 61;
SEQID No:63; SEQID No:65, SEQIDNo:67; SEQID No:69; y SEQID
No:71.

157. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 90% de identidad a la SEQ ID No: 75.

158. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 95% de identidad a una secuencia seleccionada del grupo
consistente de la SEQ ID No : 29; SEQ ID No : 31; SEQ ID No : 33; SEQ ID
No : 35; SEQ ID No : 37; SEQ ID No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43;
SEQ ID No : 45; SEQ ID No : 47; SEQ ID No : 49; SEQ ID No : 51; SEQ ID
No : 53; SEQ ID No : 55; SEQ ID No : §7; SEQ ID No : 59; SEQ ID No : 61;
SEQ ID No : 63; SEQ ID No : 65; SEQ ID No : 67; SEQID No : 69; y SEQ ID
No:71.

159. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 95% de identidad a la SEQ ID No: 75.

160. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 99% de identidad a una secuencia seleccionada del grupo
consistente de la SEQ ID No : 29; SEQ ID No : 31; SEQID No : 33; SEQ ID
No : 35; SEQ ID No : 37; SEQ ID No : 39; SEQ ID No : 41; SEQ ID No : 43;
SEQ ID No : 45; SEQ ID No : 47; SEQ ID No : 49; SEQ ID No : 51; SEQ ID
No : 53; SEQ ID No : 55; SEQ ID No : 57; SEQ ID No : 59; SEQ ID No : 61;
SEQ ID No : 63; SEQ ID No : 65; SEQ ID No : 67; SEQ ID No : 69; y SEQ ID
No:71.

161. Un polinucieétido aislado que comprende una secuencia que tiene al
menos 99% de identidad a la SEQ |D No: 75.

162. Un polinucleétido aislado que comprende
a) una secuencia que codifica un polipéptido que tiene una

secuencia seleccionada del grupo consistente de la SEQ ID No : 30; SEQ ID
No : 32; SEQ ID No : 34; SEQ ID No : 36; SEQ ID No : 38; SEQ ID No : 40;



SEQ ID No : 42; SEQ ID No : 44; SEQ ID No : 46; SEQ ID No : 48, SEQ ID
No : 50; SEQ ID No : 52; SEQ ID No : 54; SEQ ID No : 56; SEQ ID No : 58;
SEQ ID No : 60; SEQ ID No : 62; SEQ ID No : 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID
No:68; SEQIDNo:70;ySEQIDNo:72;y

b) una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la secuencia
de una Regién Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de una
especie diferente a la de raton.

163. Un polinucleétido aislado que comprende

a) una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de la SEQ ID No: 76; y

b) una secuencia que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de una Regién Fc de anticuerpo, o un fragmento de la misma, de
una especie diferente a la de ratdn.

164. Un polinucledtido aislado que codifica un polipéptido que tiene una
secuencia seleccionada del grupo consistente de la SEQ ID No : 30; SEQ ID
No : 32; SEQ ID No : 34; SEQ ID No : 36; SEQ ID No : 38; SEQ ID No : 40;
SEQ ID No : 42; SEQ ID No : 44; SEQ ID No : 46; SEQ ID No : 48; SEQ ID
No : 50; SEQ ID No : 52; SEQ ID No : 54; SEQ ID No : 56; SEQ ID No : 58;
SEQ ID No : 60; SEQ ID No : 62; SEQ ID No : 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID
No:68; SEQID No:70;y SEQID No: 72.

185. Un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido que tiene la
secuencia de SEQ ID No: 76.

166. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia que codifica
un polipéptido que tiene una secuencla seleccionada del grupo consistente
de la SEQ ID No : 30; SEQ ID No : 32; SEQ ID No : 34; SEQ ID No : 36;
SEQ ID No : 38; SEQ ID No : 40; SEQ ID No : 42; SEQ ID No : 44; SEQ ID
No : 46; SEQ ID No : 48; SEQ ID No : 50; SEQ ID No : 52; SEQ ID No : 54;
SEQ ID No : 56; SEQ ID No : 58; SEQ ID No: 60; SEQ ID No: 62; SEQ ID
No: 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID No : 68; SEQ ID No: 70; y SEQ ID No: 72.



167. Un polinucleétido aislado que comprende una secuencia que codifica
un polipéptido que tiene la SEQ ID NO : 76.

168. Un vector de expresion que comprende un polinucledtido aislado de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 145-167.

1689. E! vector de la reivindicacibn 168, en donde dicho vector es
policistronico.

170. Una célula huésped que comprende el vector de expresion de la
reivindicacion 168.

171. Una célula huésped que comprende un polinucledtido aislado de
acuenrdo con cualquiera de las reivindicaciones 145-167.

172. Un polipéptido humanizado que comprende una secuencia
seleccionada del grupo consistente de ia SEQ ID No : 30; SEQ ID No : 32;
SEQ ID No : 34; SEQ ID No : 36; SEQ ID No : 38; SEQ ID No : 40; SEQ ID
No : 42; SEQ ID No : 44; SEQ ID No : 46; SEQ ID No : 48; SEQ ID No : 50;
SEQ ID No : 52; SEQ ID No : 54; SEQ ID No : 56; SEQ ID No : 58; SEQ ID
No : 60; SEQ ID No : 62; SEQ ID No : 64; SEQ ID NO : 66; SEQ ID No : 68;
SEQID No : 70; y SEQ ID No : 72, o una variante de la misma.

173. Un polipéptido humanizado que comprende la secuencia de SEQ [D
NO : 76, o una variante de la misma.

174. Un polipéptido aislado que comprende una secuencia seleccionada
del grupo consistente de la SEQ ID No : 30; SEQ ID No : 32; SEQ ID No :
34; SEQ ID No : 36; SEQ ID No : 38; SEQ ID No : 40; SEQ ID No : 42; SEQ
ID No : 44; SEQ ID No : 46; SEQ ID No : 48; SEQ ID No : 50; SEQ ID No :
52; SEQ ID No : 54; SEQ ID No : 56; SEQ ID No : 58; SEQ ID No : 60; SEQ
ID No : 62; SEQ ID No : 64; SEQ ID No : 66; SEQ ID No : 68; SEQ ID No :
70; y SEQ ID No : 72, o una variante de la misma.

175. Un polipéptido aislado que comprende la SEQ ID NO : 76, o una
variante de la misma.



176. El polipéptido aislade de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 174-175, en donde dicho polipéptido es un polipéptido de
fusion.

177. Una molécula que se enlaza a antigeno que comprende el polipéptido
aislado de la reivindicacién 176.

178. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 177, an
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo.

179. El anticuerpo de la reivindicacién 178, en donde dicho anticuerpo es
un anticuerpo humanizado.

180. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 177, en
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un fragmento de
anticuerpo.

181. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 180, en
donde dicho fragmento de anticuerpo es humanizado.

182. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 177, en
donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un anticuerpo
recombinante.

183. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacién 182, en
donde dicho anticuerpo recombinante es humanizado.

184. La molécula que se enlaza a antigeno de la reivindicacion 177, en
donde dicho anticuerpo recombinante comprende una Regién Fc humana.

185. La molécula que se enlaza a antigeno of reivindicacién 184, en donde
dicha Regién Fc humana es una Regién Fc de igG humano.

186. Una molécula que se enlaza a antigeno de cualquiera de las
reivindicaciones 177-185, dicha molécula que se enlaza a antigeno tiene una
Regién Fc con oligosacéridos modificados.



187. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacidn 1868, en donde dicha Regién Fc ha sido modificada para tener
residuos de mucosa reducidos comparados con molécula que se enlaza a
antigeno no modificada.

188. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 186, en donde dicha Regién Fc tiene una proporcion
aumentada de oligosacaridos bisecados.

189. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 186, en donde dichos oligosacaridos modificados son
bisecados complejos.

190. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con Ila
reivindicacién 186, en donde dichos oligosacaridos modificados tienen una
proporcién aumentada de oligosacaridos bisecados no fucosilados en la
Regién Fc de dicha molécula que se enlaza a antigeno.

191. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacidon 190, en donde dichos oligosacéridos bisecados, no
fucosilados son hibridos.

192. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicaciébn 190, en donde dichos oligosacaridos bisecados, no
fucosilados son complejos.

193. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 186, en donde al menos 20% de los oligosacéridos en la
Regidén Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

194. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 186, en donde al menos 30% de los oligosacaridos en la

Regién Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

195. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la



reivindicacion 186, en donde al menos 35% de los oligosacaridos en la
Regién Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

196. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 189, en donde al menos 70% de los oligosacéridos en la
Regién Fc de dicho polipéptido son bisecados, no fucosilados.

197. Un método para producer una molécula que se enlaza a antigeno,
que es capaz de competir con el anticuerpo B-Ly1 de murina para enlazarse
a CD20 humano, y en donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es
quimérica; dicho método comprende

a) cultivar la célula huésped de la reivindicacion 173 o
reivindicacién 174 en un medio bajo condiciones que permiten la expresién
de dicho polinucledtido que codifica dicha molécula que se enlaza a
antigeno; y

b) recuperar dicha molécula que se enlaza a antigeno.

198. El método de la reivindicacién 197, en donde dicha molécula que se
enlaza a antigeno es un anticuerpo.

199. El método de la reivindicacién 197, en donde dicha molécula que se
enlaza a antigeno quimérica es humanizada.

200. Una composicién farmacéutica que comprende la molécula que se
enlaza a antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 186-

196 y un vehlculo farmaceuticamente aceptable.

201. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 200, en donde dicha
composicién comprende ademas un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

202. La composicion farmacéutica de la reivindicacién 200, en donde dicha
composicién comprende ademas un adyuvante.

203. Una célula huésped disefiada para expresar al menos un acido



nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad p(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferass |ll en una cantidad suficiente para modificar los
oligosacaridos en la Regién Fc de un polipéptido producido por dicha célula
huésped, en donde dicho polipéptido es una molécula que se enlaza a
antigeno de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 177-194,.

204. La célula huésped de la reivindicacion 203, en donde dicho
polipéptido que tiene actividad p(1,4)-N-acetilgiucosaminiitransferasa il es
un polipéptido de fusion.

205. La célula huésped de la reivindicacién 203, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno es un anticuerpo.

206. La célula huésped de la reivindicacion 203, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno es un fragmento de anticuerpo.

207. La célula huésped de la reivindicacién 203, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno comprende una regién equivalente a la Regién Fc
de un IgG humano.

208. La célula huésped de la reivindicacién 203, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno producida por dicha célula huésped exhibe
afinidad de enlace at receptor Fc aumentada como resultado de dicha
modificacion.

209. La célula huésped de la reivindicacion 203, en donde dicha molécula
que se enlaza a antigeno producida por dicha célula huésped exhibe funcién
.efectora aumentada como resultado de dicha modificacion.

210. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 204, en donde
dicho polipéptido de fusién comprende el dominio catalitico de p(1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferase IIi.

211. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 204, en donde
dicho polipéptido de fusidn comprende ademéas el dominio de localizacién
Golgi de un polipéptido residente en Golgi heterdlogo.

Y



212. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicaciéon 211, en donde
dicho dominio de localizacibn Golgi es el dominio de localizaciébn de
manosidasa |l.

213. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 211, en donde
dicho dominio de localizacién Golgi es el dominio de localizacién de p(1,2)-
N-acetilglucosaminiltransferasa .

214. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 211, en donde
dicho dominio de localizacidn Golgi es el dominio de localizacién de p(1,2)-
N-acetilglucosaminiltransferasa Il.

215. Una célula huésped de acuerdo con la relvindicaciéon 211, en donde
dicho dominio de localizacidn Golgi es el dominio de localizacién de
manosidasa |.

216. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 211, en donde
dicho dominio de localizacibn Golgi es el dominio de localizacién de
fucosiliransferasa de ntcleo a1-6.

217. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 209, en donde
dicha funcién efectora aumentada es citotoxicidad celular medlada por Fc
aumentada.

218. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 209, en donde
en donde dicha funcioén efectora aumentada es enlace aumentado a células
NK.

219. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 208, en donde
dicha funcion efectora aumentada es enlace aumentado a macréfagos.

220. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacion 209, en donde
dicha funcién efectora aumentada es enlace aumentado a células
polimorfonucieares.
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221. Una célula huésped de acuerdo con la relvindicacion 209, an donde
dicha funcién efectora es enlace aumentado a monocitos

222. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 209, en donde
dicha funcién efectpra aumentada es sefializacion directa aumentada que
induce apbptosis.

223. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 209, en donde
dicha funcién efectora aumentada es maduracién de célula dendritica
aumentada.

224. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 209, en donde
dicha funcién efectora aumentada es copiado de célula T aumentado.

225. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicaciéon 208, en donde
dicho receptor Fc es el receptor que activa Fcy.

226. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 208, en donde
dicho receptor Fc as receptor FcyRIIIA.

227. Una célula huésped de acuerdo con la reivindicacién 203, en donde
dicha célula huésped es una célula CHO, una célula BHK, una célula NSO,
una célula SP2/0, una célula de mieloma YO, una célula de mieloma P3X63
de ratén, una célula PER, una célula PER.C6 o una célula de hibridoma.

228. La célula huésped de la reivindicacién 203, que comprende ademas al
menos un polinucledtido transfectado que codifica un polipéptido de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 28 y 3541, y en donde dicho acido
nucleico comprende una secuencia que codifica una regién equivalente a la
Regién Fc de una inmunoglobulina humana.

229. La célula huésped de la reivindicacidon 203, en donde dicho al menos
un &cido nucleico que codifica un polipéptido que tiene actividad p(1,4)-N-
acetilglucosaminittransferasa lll, estd operablemente unido a un elemento
promotor constitutivo.

TA



230. La célula huésped de la reivindicacion 229, en donde dicho
polipéptido que tiene actividad p(1.4)-N-acetilglucosaminiltransferasa Il es
un polipéptido de fusion.

231. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicaclén 189, en donde al menos 50% de los oligosacéridos en la
Regiéon Fc son bisecados.

232. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con Ia
reivindicacion 186, en donde al menos 60% de los oligosacéridos en la
Region Fc son bisecados.

233. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 186, en donde al menos 70% de los oligosacéridos en la
Region Fc son bisecados.

234. An Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 186, en donde al menos 80% de los oligosacéridos en la
Regioén Fc son bisecados.

235. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con Ia
reivindicacién 188, en donde al menos 90% de los oligosacaridos en la
Regién Fc son bisecados.

236. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con |a
reivindicacion 186, en donde al menos 50% de los oligosacéaridos en Ila
Region Fc son no fucosilados.

237. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 186, en donde al menos 60% de los oligosacaridos en la
Regién Fc son no fucosilados.

238. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 186, en donde al menos 70% de los oligosacéaridos en la
Regién Fc¢ son no fucosilados.



239. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 186, en donde al menos 75% de los oligosacaridos en la
Regi6n Fc son no fucosilados.

240. Un polinucledtido aislado que comprende al menos una region
determinante de complementariedad del anticuerpo B-Ly1 de murina, o una
forma variante o truncada del mismo, que contiene al menos los residuos
determinantes de especificidad para dicha region tederminante de
complementariedad, en donde dicho polinuclétido aislado codifica un
polipéptido de fusion.

241. Un polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicacion 240, en
donde dicha regién determinante de complementariedad se selecciona del
grupo consistente de: [LLISTA TOTAL DE LAS SECUENCIAS DE CDR DE B-
Ly1].

242. Un polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicacién 240, en
donde dicho polinucleétido aislado codifica una molécula que se enlaza a
antigeno.

243. Un polinucleétido aislado que comprende al menos tres regiones
determinantes de complementariedad del anticuerpo B-Ly1 de murina, o
formas variantes o truncadas del mismo que contienen al menos los residuos
determinantes de especificidad para cada una de dichas tres regiones
determinantes de complementariedad, en donde dicho polinucledtido aislado
codifica un polipéptido de fusion.

244. Un polinucledtido aislado de acuerdo con la reivindicaciéon 243, en
donde dichas regiones determinantes de complementariedad comprenden al
menos una secuencia seleccionada del grupo consistente de: SEQ ID NO :
5,SEQID NO : 8 y SEQ ID NO : 7; y al menos una secuencia seleccionada
del grupo consistente de: SEQ ID NO : 21, SEQ ID NO : 22, y SEQ ID NO :
23; v la SEQ ID NO : 24, o formas variantes o truncadas de dichas
secuencias que contienen al menos los residuos determinantes de
especificidad para cada una de dichas regiones determinantes de
complementariedad.
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245. Un polipéptido aislado codificado por los polinucledtidos aislados de
cualquiera de las reivindicaciones 240-244.

246. Una molécula que se enlaza a antigeno que comprende al menos una
region determinante de complementariedad del anticuerpo B-Ly1 de murina,
o una forma variante o truncada del mismo, que contiene al menos los
residuos determinantes de complementariedad para dicha regién
determinante de complementariedad, y que comprende ademas una
secuencia derivada de un polipéptido heterdlogo.

247. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacién 246, en donde dicha molécula que se enlaza a antigeno
comprende al menos tres regiones determinantes de complementariedad del
anticuerpo B-Ly1 de murina, o formas variantes o truncadas del mismo, que
contienen al menos los residuos determinantes de especificidad para cada
una de dichas regiones determinantes de complementariedad.

248. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 247, en donde dicha molécula que se enlaza a antigeno
comprende la regién variable de una cadena ligera o pesada de anticuerpo.

249. Una molécula que se enlaza a antigeno de acuerdo con la
reivindicacion 247, en donde dicha molécula que se enlaza a antigeno es un
anticuerpo quimérico o0 humanizado.

250. Un anticuerpo anti-CD20 Tipo Il disefiado que tienen ADCC
aumentada como resultado de tal disefio sin pérdida sustancial de habilidad
para inducir apdptosis de células objetivo.

251. Un anticuerpo anti-CD20 Tipo Il disefiado de acuerdo con la
reivindicacion 250, en donde dicho anticuerpo ha sido disefiado para tener
un patrén alterado de glicosilacién en la Regién Fc.

252. Un anticuerpo anti-CD20 Tipo Il disefiado de acuerdo con la
reivindicacidon 251, en donde dicha glicosilacién alterada es un aumento en
la cantidad de oligosacaridos bisecados complejos.



253. Un anticuerpo anti-CD20 Tipo Il disefiado de acuerdo con la
reivindicacién 251, en donde dicha glicosilacién alterada es una disminucién
en la cantidad de residuos de fucosa.

254. Un anticuerpo anti-CD20 Tipo |l diseflado de acuerdo con la
reivindicacién 250, en donde dicho anticuerpo ha sido disefiado para tener
una secuencia de amino acido alterada en la Regién Fc.



<110> Umana, Pablo
Bruenker, Peter
Suter, Tobias
Puentener, Ursula

Ekkehard

Claudia

Moessner,

Ferrara,

Listado de Secuencias

224

<120> Moléculas que se enlazan a antigeno con Afinidad de enlace al
Receptor Fc aumentada y Funcion Efectora

«<130> 1975.025%0001

<160> 78

<170> PatentIn
<210> 1

<211> 112
<212> PRT
<213> Mus Bp.
<400> 1

Gly Pro Glu Leu
1

Ala Ser Gly Tyr
20

Arg Pro Gly Gln
is

Oly Asp Thr Asp
50

Ala Asp Lys Ber
65

Ser Val Asp Ser

Tyr Trp Leu Val
100

<210> 2
<211> 336
<212> ADN
<213> Mus Bp.

<400> 2

ggacctgaac tggtgaagcc tggggcctca gtgaagattt cctgcaaage ttctggetac

verslion

Val

Ala

Gly

Ber

Ala
as

Tyr

Lys

Phe

Leu

Asn
70

val

Trp

3.3

Pro Gly

Ser Tyr

Glu Trp
40

Gly Lys
55

Thr Ala

Tyr Leu

Gly Gln

Ala

Ser

Ile

Phe

Gly
105

Ser
10

Trp

Gly

Lys

Ala
90

Thr

val

Met

Arg

Gly

Gln

75

Leu

Lys

Asn

Ile

Lys

Leu

val

Ile

Trp

Phe
45

Ala

val

Ser Cys
15

val Lys
30

Pro Gly

Ser Leu

Phe Asp
85

Val Ber
110

Lys

Leu

Asp

Thr

Thx

Gly

Ala



gcattcagtt actcttggat gaactgggtg

attggacgga
gccacactga
tctgtggact
tactggggcce
<210> 3
<211> 103
<212> PRT
<213> Mus
<400> 3
Asn Pro Val
1

Lys Ser Leu

Gln Lys Pro

s

Val Ser
50

Phe Thr

Tyr Cys

Thr Lys Leu

<210> 4

<211> 309
<212> ADN
<213> Mus

<400> 4
aatccagtca

catagtaatg
ctcctgattt

gggtcaggaa

tattactgtg

tttttectgg
ctgctgacaa
ctgecggtcta

aagggactct

sp.

Thr Leu

Leu His Be

Gly Gln Se

val

Gly

Il
70

Leu

Ala Gln

As

Glu Ile

100

sp.

ctettggaac
gcatcactta
atcagatgtc
ctgatttcac

ctcaaaatet

Gly

Pro

agatggggat
atcctccaac
tttatgtgca

ggtcactgtc

r Asn Gly Ile

Thr Ser Ala

aaactgaggc
actgactaca
acagcctaca
agaaatgtct

tctgca

Ser Ile
10

Thr Tyr

r Pro Gln Leu

40

e Ser Arg Val

n Leu Glu Leu

Lys Arg

atcagcttec
tttgtattgg
caaccttgtc
actgagaatc

agaacttccg

Asp Arg Phe

Leu Ile

Ser Ser

Glu Ala
75

Pro Tyr

atctcctgca
tatctgcaga
tcaggagtcce
agcagagtgg

tacacgttcg

ctggacaggg tcttgagtgg
atgggaaatt caagggcaag
tgcaactcac cagcctgacc

ttgatggtta ctggttagtt

Ser Cys Arg Ser Ser
is

Leu Tyr Trp Tyxr Leu
30

Tyr Gln Met Ser Rsn
45

Ser Qly Ser Gly Thr
60

Glu Asp Val Gly Val
ao

Thr Phe Gly Gly Gly
95

ggtctagtaa gagtctccta
agccaggcca gtctccteag
cagacaggtt cagtagcagt
aggctgagga tgtgggtgtt

gaggggggac caagctggaa

120

180

240

300

336

60

120

180

240

ioo

25



ataaaacygg

<210> §
<211> 15
<212> ADN
<213> Mus

<400> 5
tactettgga

<210> 6
<211> 18
<212> ADN
<213> Mus

<400> 6
ggctacgcat

<210> 7
<211> 30
<212> ADN
<213> Mus

<400> 7
ggctacgcat

<210> 8
<211> 48
<212> ADN
<213> Mus

<400> 8
aggtctagta

<210> 9
«211l> 21
<212> ADN
<213> Mus

«<400> 9
cagatgtcca

<210> 10
<211> 27
«212> ADN
«213> Mus

<400> 10
gctcaaaate

<210> 11

<211> 1407

<212> ADN

8p.

tgaac

Bp-

tcagttac

sp.

tcagttactc ttggatgaac

8p.

agagtctcct acatagtaat ggcatcactt atttgtat

Bp.

accttgtcte a

Bp.

tagaacttcec gtacacg

aes

15

18

30

21

27



<213>

<220>
<223>

<400> 11
atgggttgga

gtcaagctgce
tgcaaagctt
ggacagggte
gggaaattca
caactcacca
gatggttact
accaagggcc
geggeecctgyg
tcaggegcce
tactccctca
tgcaacgtga
tgtgacaaaa
gtcttocctct
acatgcgtgg
gacggegtgg
tacecgtgtgg
aagtgcaagg
aaagggcagc
aagaaccagqg
gagtgggaga
teccgacgget
gggaacgtct
agcctetcee
<210>
<211>

<212>
<213>

12
720
ADN

<220>

gcctcatctt
agcagtctgg
ctggctacge
ttgagtggat
agggcaaggc
gcctgaccte
ggttagttta
catcggtett
gctgectggt
tgaccagcgg
gcagcgtggt
atcacaagcc
ctcacacatg
tccccccaaa
tggtggacgt
aggtgcataa
tcagegtcect
tctccaacaa
cccgagaacce
tcagcectgac
gcaatgggca
ccttecttect
tctcatgete

tgtctceggg

Secuencia Artificial

gctcttectt
acctgaactg
attcagttac
tggacggatt
cacactgact
tgtggactct
ctggggccaa
cccectggea
caaggactac
cgtgcacacc
gaccgtgcce
cagcaacacc
cccaccgtge
acccaaggac
gagccacgaa
tgccaagaca
caccgtcctg
agccctcececa
acaggtgtac
ctgectggtce
gccggagaac
ctacagcaag
cgtgatgcat

taaatga

Secuencia Artificial

cADN quimérico de ratdn-humano

gtegetgttg
gtgaagcctg
tecttggatga
tttcctggag
getgacaaat
gcggtctatt
gggactctgg
ccctecctcca
ttcecccgaac
ttceceggeeg
tccagcagct
aaggtggaca
ccagcacctg
accctcatga
gaccctgagg
aagccgeggy
caccaggact
gcececcateg
accctgecce
aaaggcttct
aactacaaga
ctcaccgtgg

gaggctctgce

ctacgegtgt
gggcctcagt
actgggtgaa
atggggatac
cctccaacac
tatgtgcaag
tcactgtctc
agagcacctc
cggtgacagt
tcctacagte
tgggcaccca
agaaagcaga
aactcectggg
tctceeggac
tcaagttcaa
aggagcagta
ggctgaatgg
agaaaaccat
catceceggga
atcccagcga
ccacgcctee
acaagagcag

acaaccacta

cctgtecgag
gaagatttce
actgaggecct
tgactacaat
agcctacatg
aasaktgtettt
tgcagctage
tgggggcaca
gtegtggaac
ctecaggacte
gacctacatce
gcccaaatet
gggaccgtca
ccctgaggte
ctggtacgtg
caacagcacg
caaggagtac
ctccaaagec
tgagectgacc
catcgcegtg
cgtgetggac
gtggcagcag

cacgcagaag

60

120

180

240

300

360

420

4180

540

720

780

840

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1407



<223>

<400> 12
atggatttte

agaggagaca
atctcectgea
tatctgcaga
tcaggagtcc
agcagagtgg
tacacgtteg
tLtecatcttecc
ctgaataact
tcgggtaact
agcagcaccc
gtcacccate
<210>
<211>

<212>
<213>»

13
468
PRT

<220>

<223>

<400> 13

Met Gly Trp Ser Leu Ile Leu

1

Val Leu Ser Glu Val Lys Leu

Pro Gly Ala Ser Val Lys Ile

a5

Ber Tyr Ser Trp Met Asn Trp

Glu Trp Ile Gly Arg Ile Phe
70

Gly Lye Phe Lys Gly Lys Ala

¢ADN quimérico

aggtgcagat
ttgtgctcac
ggtctagtaa
agccaggcca
cagacaggtt
aggctgagga
gaggggggac
cgccatctga
tctatcccag
cccaggagag
tgacgctgag

agggcctgag

Polipéptido quimérico de

20

de ratén-humano

tatcagcttce
ccaaactaca
gagtctccta
gtctectcag
cagtagcagt
tgtgggtgtt
caagctggaa
tgagcagttg
agaggccaaa
tgtcacagaé
caaagcagac

ctecgecegte

Secuencla Artificial

Leu

Gln

ctgctaatca
aatccagtca
catagtaatg
ctectgatet
gggtcaggaa
tattactgtg
ataaaacgta
aaatctggaa
gtacagtgga
caggacagca
tacgagaaac

acaaagagct

Phe Leu Val Ala

10

Gln Ser Gly Pro

Ser
40

Vval
1

Pro

Thr

Cys Lys Ala Ser

Lys Leu Arg Pro

Gly Asp Gly Asp

75

Leu Thx Ala Asp

gtgcttcagt
ctcttggaac
gcatcactta
atcagatgtce
ctgatttcac
ctcaaaatct
cggtaggctgce
ctgcctectgt
aggtggataa
aggacagcac
acaaagtcta

tcaacagggg

ratén-humano

Vval Ala

Glu Leu
a0

Gly Tyr

Gly Gln

Thr Asp

Lys Ber

cataatgtcc
atcagecttcce
tttgtattgg

caaccttgtc

actgagaatc.

agaacttccg
accatctgtc
tgtgtgceetyg
cgccctccaa
ctacagccte
cgcctgegaa

agagtgttag

Thr Arg
15

Val Lys

Ala Phe

Gly Leu

Tyr Asn
8o

Ber Asn
95

120

180

240

300

360

400

540

600

660

720

L3



Tyr

Gly

Ser

145

Ala

val

val

His

Gly

Met

His

val
305

Ala Tyr Met

Leu

Gln

130

Val

Ala

Ser

val

Pro

210

Lys

Asp

Gly

Ile

Glu

His

Cys

115

aly

Phe

Leu

Trp

Leu

195

Ser

Pro

Lys

Pro

Ser

275

Asp

Asn

Tyr Arg Val

100

Ala

Thr

Pro

Gly

Asn

180

Gln

Ser

Ser

Ser

260

Pro

Ala

val

Gln

Leu

Leu

Cys

165

Ser

Ser

Ser

Asn

His

245

Val

Glu

Lys

Ser
325

Leu

Asn

val

Ala

150

Leu

aly

Ser

Thr
230

Pro

Val

Thr

3lo

val

Thr

val

Thr

135

Pro

Val

Ala

Gly

Gly

215

Lys

Leu

Alu

Ly®

Lys

Leu

Ser

Phe

120

val

Ser

Lys

Leu

Leu

Thr

vVal

Pro

Phe

val

Phe

Pro

Leu

105

Asp

Ser

Ser

Asp

Thr

185

Gln

Asp

Pro

Pro

265

Asn

val

Thr

Gly

Ala

Lys

170

Ser

Ser

Thr

Lys

Cys

Pro

Trp

Glu

Leu
330

Ser

Tyr

Ala

Ser

155

Phe

Gly

Leu

Tyr

Lys

235

Pro

Lys

Val

Glu
315

His

val

Trp

Ser

140

Pro

Val

Ser

Ile

220

Ala

Ala

Pro

val

val

300

Gln

Gln

Asp

Leu

125

Thr

Ser

Glu

Him

Ser
205

Cys

Glu

Pro

Lys

Val

hsp

Asp

Ser

110

val

Lys

aly

Pro

Thr

150

val

Asn

Pro

dlu

ABp

270

Asp

Qly

Trp

Ala

Gly

Gly

val

175

Phe

val

val

Lys

Leu

255

Thr

val

Val

Ser

Leu
335

Val

Trp

Pro

160

Thr

Pro

Thr

ABn

Ber

Leu

Leu

Ber

Glu

Thr

320

Asn

2



Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro
340 345 350

Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
355 360 365

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Lys Asn Gln Val
370 375 380

Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala Val
3ass 390 395 400

Olu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr Pro
405 410 415

Pro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu Thr
420 425 430

Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ber Cys Ser Val
435 440 445

Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu
450 455 460

Ser Pro Gly Lys
465

<210> 14

<211> 239

<212> PRT

<213> Secuencla Artificlal

<220>
<223> Polipéptido quimérico de ratémn-humano

<400> 14

Met Asp Phe Gln Val Gln Ile Ile Ser Phe Leu Leu Ile Ser Ala Ser
1 5 10 15

val Ile Met Ser Arg Gly Asp Ile Val Leu Thr Gln Thr Thr Asn Pro
20 25 30

Val Thr Leu Gly Thr Ser Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser Ser Lys Ser
35 40 45

Leu Leu His Ser Asn Gly Ile Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr Leu @Gln Lys
50 55 60



Pro
65

Ser

Leu

145

Leu

Asn

Ser

Ala

Gly
225

Gly Gln

Gly

Leu

Ala

Glu

130

Ser

Asn

Ala

Lys

Asp

210

Leu

<210>
<211>
<212>»
<213>

<400>

Val

Gln

115

Ile

Asp

Asn

Leu

Asp

195

Ber

15
5
PRT

Ser

Pro

Ile

100

Asn

Lys

Glu

Phe

Gln

180

Ser

alu

Ber

Mus sp.

1s

Pro Gln
70

Asp Arg
85

Ser Arg

Leu Glu

Gln Leu
150

Tyr Pro

1e5

Ser Gly

Thr Tyr

Lys His

Pro Val
230

Tyr S8er Trp Met Asn

1

<210>
<21l1l>
<212>
<213>

16

PRT

Mus 8p.

Leu

Phe

val

Leu

Val

135

Lys

Asn

Ber

Lys
215

Leu

Ser

Glu

Pro

120

Ala

Ber

aGlu

Ber

Leu

val

Lys

Ile Tyx

Ser Ser
90

Ala Glu
105

Ala Pro

Gly Thr

Ala Lys

170

Gln Qlu
185

Ser Ser

Tyr Ala

Ser Phe

Gln

75

aly

Asp

Phe

Ser

Ala

155

val

Ser

Asn
235

Met

Ser

Val

Gly

val

140

Ser

Gln

val

Leu

Glu
220

Arg

Her

Gly

Gly

Gly

125

Phe

val

Thr

Thr

Val

Aly

Asn

Thr

Yal

110

aly

Ile

val

Lys

alu

190

Leu

Thr

Glu

Leu

Asp

Thr

Phe

cys

Val

175

Gln

Ser

His

Cys

val
80

Phe

Lys

Pro

Leu

160

Asp

Asp

Lys

Gln

248



<400> 16

Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr 'LL{"/

1 5

<210> 17
<211> 10
<212> PRT
<213> Mus 8p.

<400> 17

Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Ser Trp Met Asn

1 5 10
<210> 18

<211> 16

<212> PRT

<213> Mus sp.
<400> 18

Arg Ser Ser Lys Ser Leu Leu His Ser Asn Gly Ile Thr Tyr Leu Tyr
1 5 10 15

<210> 19
<211l> 7
<212> PRT
<213> Mus sp.

<400> 19

Gln Met Ser Asn Leu Val Ser
1 5

<210>» 20

<211> 9

<212> PRT .
<213> Mus sp.

<400> 20

Ala Gln Asn Leu Glu Leu Pro Tyr Thr
1 5

<210> 21
<211> 51
<212> ADN
<213> Mus sBp.

<400> 21
cggatttttc ctggagatgg ggatactgac tacaatggga aattcaaggg c 51

<210> 22
<21l> 24



<212>
<213>

<400>

ADN
Mus

tttectggag

<210>
211>
<212>
<213>

<400>

23
30
ADN
Mus

23

cggattttte

<210>
<211l>
<212>
<213>

<400>

24
30
ADN
Mus

24

aatgtctttg

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

25
17
PRT
Mus

10

ap.

ZUJ

atggggatac tgac 24

Bp.

ctggagatgg ggatactgac 30

ap.

atggttactg gttagtttac a0

Bp.

Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe Lys

1

Gly

<3210>
<211l>
<212>
<213>

<400>

Mus

5 10 15

8p.

Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp

1

<210>
<211>
212>
<213>

<400>

27
10
PRT
Mus

27

Bp.

Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp

1

5 10



<210> 28
<211l> 10
<212> PRT
<213> Mus

<400> 28

8p.

11

Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr

1

<210> 29

<211> 357
<212> ADN
<213>

<320>

<223> ADN

<400> 29
caggtgcaat

tcctgcaagg
cctggacaag
gcacagaaat
atggagctga

tttgatggtt

Artificial

10

quimérico de ratén-humano

tggtgcagtc
cttccggata
ggctcgagtg
tccaaggaag
gcagcctgag

actggcttgt

tggcgctgaa
caccttcagc
gatgggacgg
agtcacaatt
atctgaggac

ttactggggc

gttaagaagc
tattcttgga
atcttteeeg
accgccgaca
acggccgtgt

cagggaaccc

ctgggagtee
tgagctgggt
gcgatgggga
aatccactag
attactgtgce

tggtcaccgt

agtgaaggtc
gcggeaggec
tactgactac
cacagcctat
aagaaatgte

ctecectca

<210> 30

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>»
<223>

Polipéptido quimérico de ratén-humano

<400> 30

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lye
1 5 10

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
20 a5

Trp Met SBer Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu
a5 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Ala
50 55 60

Gln Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ber Thr Ser

Pro Qly Ser
15

Ser Tyr Ser

e

Glu Trp Met

Gln Lys Phe

Thr Ala Tyx

120

180

300

357

244



12

65 70 75 e8o

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr val Ser Ser
115

<210> 31

<211> 357

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> ADN quimérico de ratén-humano

<400> 131

caggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa gttaagaagc ctgggagtte agtgaaggtce
tecctgcaagg cttoccggata cgocttcage tattcttgga tgaactgggt gcocggcaggec
cctggacaag ggctcgagtg gatgggacgg atctttcccg gecgatgggga tactgactac
aatgggaaat tcaagggcag agtcacaatt accgccgaca aatccactag cacagcctat

atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggecgtgt attactgtge aagaaatgte

tttgatggtt actggcttgt ttactggggc cagggaaccc tggtcaccgt ctcctea

<210> 32

<211l> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico de ratén-humano

<400> 32
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Eer
20 a5 30

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

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60

120

180

240

300

357



13

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr

65 70 75 8o

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser 8ear
115

<210>
<21ll>
<212>
<213>

a3
66
ADN

<220>

<223> ADN

<400> 33
caggtgcaat

tcctgcaagg
cctggacaag
aatgggaaat
atggagctga
tttgatggtt
agcacc
<210>

<211>

<212>
<213>

34
118
PRT

<220>

<223>

<400> 34

Artificial

quimérico de ratén-humano

tggtgcagtc
ctteceggata
gactegagtyg
tcaagggcag
gcagcctgag

actggcttgt

Artificial

tggcgctgaa
cgccttcage
gatgggacgg
agtcacaatt
atctgaggac

ttactggggc

gttaagaagc
tattcttgga
atctttcecg
accgccgaca
acggcegtgt

cagggaaccc

ctgggagttce
tgaactgggt
gcgatgggga
aatccactag
atctgtgtgce

tggtcaccgt

Polipéptido quimérico de ratém-humano

agtgaaggtc
gcggeaggcec
tactgactac
cacagcctat
aagaaatgtc

ctcctcagcet

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1

10

15

Ser Val Lys Val Ber Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Ser
25

20

a0

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met

60

120

180

240

300

360

366



s

410

14

45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe

50

55

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lye Ser

65

70

75

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr

950

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val

100

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115

<210>
<211>
<212>
<213>»

as
357
ADN
Arti

220>
<223>

<400>» 35
caggtgcaat

tcctgcaagg
cctggacaag
aatgggaaat
atggagctga
tttgatggtt
<210>
<21l1>

<212>»
<213>

36
119
PRT
Arti

<220>
<223>

<400> 236

ficial

tggtgcagtc
tctccggata
ggctegagtg
tcaagggcag
gcagcctgag

actggcttgt

ficial

tggcgctgaa
cgcgtteage
gatgggacqg
agtcacaatt
atctgaggac

ttactggggce

105

ADN quimérico de ratdSm-humano

gttaag&agc
tattcttgga
atcttteceq
accgecgaca
acggccgtgt

cagggaaccc

Thr Ser Thr Ala Tyr

a0

Ala val Tyr Leu Cys

Tyr Trp Gly Gln Gly

110

ctggagcttc
tgaactgggt
gcgatgggga
aatccactag
attactgtge

tggtcaccgt

Polipéptido quimérico de ratSm-humano

agtgaaggtc
gcggeaggec
tactgactac
cacagcctat
aagaaatgtc

ctcectea

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

1l

5

10

15

Ser Val Lya Val Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Ala Phe Ber Tyr Ser

20

a0

120

180

240

300

357

24T



Trp Met Asn Trp
3s

Gly Arg Ile Phe
50

Lys Gly Arg Val
65

Met Glu Leu Ser

Ala Arg Asn Val
100

Thr Leu Val Thr
115

<210> 37
<2ll> 357
<212> ADN

val

Pro

Thr

Ber

Phe

Val

<213> Artificial

<220>

Arg Gln Ala
40

15

Pro Gly Gln

Gly Asp Gly Asp Thr Asp

55

Ile Thr Ala Asp Lys Ser

70

75

Leu Arg Ser Glu Asp Thr

90

Asp Gly Tyr Trp Leu Val

Ser Ser

105

<223> ADN quimérico de ratén-humano

<400> 137

caggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa

tcctgcaagg cttccggata cgegttcage

cctggacaag ggctcgagtg gatgggacgg

aatgggaaat tcaagggcag agtcacaatt

atggagctga gcagcctgag atctgaggac

tttgatggtt actggcttgt ttactggggce

<210> 38
<211> 119
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

gttaagaagc
tattcttgga
atctttceeg
accgecgaca
acggeegtgt

cagggaaccc

Gly Leu Qlu Trp Met
45

Tyr Asn Gly Lys Phe
60

Thr Ser Thr Ala Tyr
)

Ala Val Tyr Tyx Cys
95

Tyr Trp Gly Gln Qly
110

ctgggagttc agtgaaggte
tgagctgggt gcggcaggeg
gcgatgggga tactgactac
aatccactag cacagcctat
attactgtgc aagaaatgtc

tggtecaccgt ctectca

<223> Polipéptido quimérico de ratén-humano

«<400> 38

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ser

1

5

10

15

120

180

240

o0

357

293



S8er Val Lys

Trp Met Ser
35

Gly Arg Ile
50

Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu
Ala Arg Asn

Thr Leu Val
115

<210>
<211>»
<212>
<213>»

39
a57
ADN

<220>

<223>

<400> 239

caggtgcaat tggtgcagtc
tcctgcaagg cttccggata
cctggacaag ggctcgagtyg
aatgggaaat tcaagggcag
atggagctga gcagcctgag

tttgatggtt actggcttgt

<210>
<211>
<212>
<213>

40
119
PRT

<220>

<223>

<400> 40

vVal
20

Trp

Phe

val

Ser

val
100

Ber

val

Pro

Thr

Ser

Phe

‘'val

Artificial

Artificial

Cye Lys Ala

Gln Ala
40

Arg

Gly Asp Gly
55

Ile Thr Ala

70

Leu Arg Ber

Asp

Aly Tyr

Ser 8er

tggegectgaa
cgcectteage
gatgggacgg
agtcacaatt
atctgaggac

ttactgggge

Ber

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

16

Gly Tyr

Gly Gln

Thr Asp

Lys Ser

75

Asp Thr

Leu Val

ADN quimérico de ratéSn-humano

gttaagaagc

tattcttgga

atctttceeg

accgccgaca

acggccgtgt

cagggaaccc

Ala Phe

Gly Leu
45

Tyr Asn
60

Thr Ser

Ala val

Tyr Trp

ctgggagtte
tcaattgggt
gcgatgggga
aatccactag
attactgtge

tggtcaccgt

Polipéptido quimérico de ratSm-humano

S8er Tyr Ser
3o

Glu Trp Met

Gly Lys Phe

Thr Ala Tyr
8o

Tyr Tyr Cys
95

Gly Gln Gly
110

ctcctca

agtgaaggté
gcggcaggceg
tactgactac
cacagcctat

aagaaatgtc

120

180

240

300

357

gAN



Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ber
1 5 10 15
Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ber Gly Tyr Ala Phe Ser Tyr Ser
a0 a5 a0
Trp Ile Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
35 40 45
Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
50 55 60
Lys Gly Arg val Thr Ile Thr Ala Asp Lyes Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 ao
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
as S0 95
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110
Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115
<210> 41
«<211> 357
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> ADN quimérico de ratén-humano
<400> 41
caggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa gttaagaagc ctgggagttc agtgaaggtce
tcctgeaagg cttccggata cgeccttcagec tattettgga tetegtgggt geggcaggeg
cctggacaag ggctcgagtg gatgggacgqg atctttccecg gegatgggga tactgactac
aatgggaaat tcaagggcag agtcacaatt accgccgaca aatccactag cacagectat
atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt attactgtgc aagaaatgtc
tttgatggtt actggettgt ttactggggc cagggaaccce tggtcaccgt ctcctca
<210> 42
<211> 119
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Polipéptido quimérico de ratSn-humano

17

120

g0

240

300

357



<400> 42

@Gln val Gln
1

Ser Val Lys

Trp Ile Ser
as

Gly Arg Ile
50

Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Asn

Thr Leu Val
115

<210>
<21l>
<212>
<213>

43
357
ADN

<220>»
<223>

<400> 43
caggtgcaat

tcctgcaagg
cctggacaag
aatgggaaat
atggagctga
tttgatggtt
<210>
<211>

<212>
<213>

44
118
PRT

Leu

Val
20

Trp

Phe

Vval

Ser

val

100

Thr

val

Ser

val

Pro

Thr

Ber

Phe

val

Artificial

Artificial

Gln Ser Gly

Cys Lys Ala

Arg Gln Ala
40

Gly Asp Oly
55

Ile Thr Ala
70

Leu Arg Ser

Asp Gly Tyr

Ber Sex

tggtgcagtc tggcgctgaa
cttccggata caccttcaca
ggctegagtg gatgggacgg
tcaagggcag agtcacaatt
gcagcctgag atctgaggac

actggettgt ttactggggce

18

Glu val

1o

Ala

Ser
25

aly

Pro Gly Gln

Asp Thr Asp

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

Leu Val

Trp
105

ADN quimérico de ratén-humano

gttaagaagc
tacagctgga
atctttcceg
accgccgaca
acggccgtgt

cagggaaccc

Lys Lys

Ala Phe

30

Gly Leu

Tyr Asn

60

Thr Ser

val

Tyr Trp

Pro

Ser

3lu

Gly

Tyr

Gly Ser
15

Tyr Ber

Trp Met

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
85

Gly Gln Gly

110

ctggcgectce
tgaactgggt
gcgatgggga
aatccactag
attactgtgc

tggtcaccgt

agtgaaggtc
geggcaggee
tactgactac
cacagcctat

aagaaatgtc

ctcctea

120

180

240

300

357

25|



<320>
<223>
<400> 44

@Gln val Gln
1

Ser Val Lys

Met Asn

as

Trp
Ile

Gly

Lys
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Asn

Val
115

Leu

<210>
<211>
<212>
<213>»

45
57
ADN

<220>
<223>

<400> 45
caggtgcaat

tcctgcaagg
cctggacaag
aatgggaaat
atggagctga

tttgatggtt

<210> 46

Leu

val
40

Trp

Phe

val

Ser

val

100

Thr

tggtgcagtc tggcgctgaa
cttccggata caccttcage
ggctcgagtg gatgggacgg
tcaagggcag agtcacaatt
gcagcctgag atctgaggac

actggcttgt ttactggggc

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

85

Phe

Val

Arcificial

Polipéptido quimérico de

aln Ser dly

Cys Lys Ala

Arg Gln Ala
40

Gly Asp Gly
55

Ile Thr Ala
70

Leu Arg Ser

ABp Gly Tyr

S8er Ber

19

ratén-humano

Ala Glu Val

10

Ber
a5

Gly Tyr

Pro Gly Gln

Asp

Asp

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

Leu Val

Trp
105

ADN quimérico de ratén-humano

gttaagaagc
tattcttgga
atctttcecg
accgccgaca
acggccgtgt

cagggaaccc

Lys

Thr

Gly

Tyrx

Lys

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Trp

Pro Gly Ala
15

Thr Tyr Ser
30

Glu Trp Met
Gly Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Gly Gln Gly
110

ctggecgecte
tgaactgggt
gcgatgggga
aatccactag
attactgtgce

tggtcaccgt

agtgaaggtc
gcggcaggcc
tactgactac
cacagcctat
aagaaatgtc

ctcctca

120

180

240

300

57



<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

118
PRT

Artificial

Polipéptido quimérico de

46

Gln Val Gln Leu

1

Ser Val Lys

Trp Met Asn

35

Gly Arg Ile

Lys Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Asn

Thr Leu Val

<210>
<21l>»
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

115

47
357
ADN

Val
20

Trp

Phe

Val

Ser

val
100

Val Gln
5

8er Cys

Val Arg

Pro Gly

Thr Ile

70

Ser Leu
85

Phe Asp

Val Ser

Artificial

Ser Gly

Lys Ala

@Gln Ala

40

Asp Gly

Thr Ala

Arg Ser

Gly Tyr

Ber

20

ratén-humano

Ala

Ser

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

3lu
10

Gly

aly

Lys

Asp

Leu

ADN quimérico de ratémn-humano

47

caggtgcaat

tcctgcaagg

cctggacaag

gcacagaaat

atggagctga

tttgatggtt

tggtgcagtc tggcgctgaa
cttceggata caccttcace
ggctegagtg gatgggacgg
tccaaggaag agtcacaatg
gcagcctgag atctgaggac

actggcttgt ttactggggc

val

Tyr

Gln

Asp

Ber

75

Thr

val

gttaagaagc

tattcttgga

atctttceceg
acacgggaca
acggcegtgt

cagggaaccc

Lys Lys

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Asn
60

Thr fSer

Ala Val

Tyr Trp

ctggggcctc
tgcactgggt
gegatgggga
cgtcecacttc

attactgtgc

Pro Gly Ala
15

Ser Tyr Ser
30

Glu Trp Met
Gly Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Gly Gln Gly
110

tggtcaccgt ctcctea

agtgaaggtc
gcggcaggec
tactgactac
caccgtctat

aagaaatgtc

120

180

240

300

357



21

<210> 48

<211> 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido quimérico de ratdSn-humano

<400> 48
Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lye Lye Pro Gly Ala
1 5 10 15

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Tyr Ber
20 25 30

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Gln Gly Leu Glu Trp Met
. k1 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Aep Thr Asp Tyr Ala Gln Lys Phe
50 55 60

@Gln Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp Thr Ser Thr Ser Thr Val Tyr
65 70 75 80

Met Glu Leu Ber Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyx Cys
85 90 95

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu val Thr Val Ser Ser
115

<210> 49

<211l> 357

<2132> ADN

<213> Artificlal

<220>
<223> ADN quimérico de ratém-humano

<400> 49
gaggtgcaat tggtgcagtc tggecgctgaa gttaagaagc ctggggccac cgtgaagatce

tectgcaagg tgtccggata caccttcacce tattcttgga tgcactgggt gcagcaggcce
cctggaaagg ggctcgagtg gatgggacgg atctttcocccg gcocgatgggga tactgactac

gcagagaaat tccaaggeag agtcacaatc acagccgaca cgtccactga cacegcctat

120

180

240

2954



atggagctga gcagcctgag atctgaggac acggcegtgt attactgtgc aaccaatgtc

22

tttgatggtt actggettgt ttactgogggc cagggaaccc tggtcacecgt ctcctca

<210>
<211>
<212>

50
119
PRT

<213>» Artificial

<220>»
223>

<400>

Glu val
1

Thr val

Trp Met

Polipéptido quimérico de

Gln Leu

Lys Ile
20

His Trp
as

Gly Arg Ile Phe

Gln Gly Arg Val

Met @lu Leu Ser

Ala Thr Asn Val

100

Thr Leu Val Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gaggtgcaat tggtgcagtc tggcgctgaa gttaagaagce ctggggccac cgtgaagatc
tcctgcaagg tgtccggata caccttcacc tattcttgga tgaactgggt gcagcaggec

cctggaaagg ggctcgagtg gatgggacgg atctttcccg gogatgggga tactgactac

115

51
357
ADN

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Phe

val

Artificial

aln

Gln

Qly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser Gly

Lys Val

aln Ala

40

ABp QGly
55

Thr Ala

Arg Ser

Gly Tyr

Ser

ratédn-humano

Ala

Ser

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

Glu Val Lys Lys
10

Gly Tyr Thr Phe

Gly Lys Gly Leu
45

Thr Asp Tyr Ala
60

Thr Ser Thr Asp
75

Asp Thr Ala Val
50

Leu vVal Tyr Trp

ADN quimérico de ratén-humano

51

Pro Gly Ala
15

Thr Tyr Ser
30

Glu Trp Met
Glu Ly Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Gly Gln Gly
110

57 ':Z;:;f;:



aatggga

atggagc

23

aat tcaagggaag agtcacaatc acagcecgaca cgtccactga caccgectat

tga gcagcctgag atctgaggac acggccgtgt attactgtge aaccaatgte

tttgatggtt actggcttgt ttactgggge cagggaacce tggtcaccgt ctcctca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Glu Vval
1

Thr Val

Trp Met

52

119

PRT
Artificial

Polipéptido quimérico de ratSn-humano
52
Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala Glu Val Lys Lys Pro Gly Ala

5 10 15

Lys Ile Ser Cys Lys Val Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Tyr Ser
20 25 30

Asn Trp Val Gln Gln Ala Pro Gly Lys Oly Leu Glu Trp Met
as 40 45

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Thr Ser Thr Asp Thr Ala Tyr

70 75 80

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
95

Ala Thr Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly

100 105 110

Thr Leu Val Thr vVal Ser Ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>»
<223>»

<400>

115

53

66

ADN ‘
Artificial

ADN quimérico de ratdén-humano

53

cagatgcaat tggtgcagtc tggcgectgaa gttaagaaga ccgggagttc agtgaaggte

240

300

357

60



24

tcctgcaagg ctteccggata caccttcacc tattcttgga 120

tgagctgggt gcggcaggcc

atctttcccg gogatgggga tactgactac 180

cctggacaag ggctcgagtg gatgggacgg

gcacagaaat tccaaggaag agtcacaatt accgccgaca aatccactag cacagcctat 240

atggagctga gcagectgag atctgaggac acggccgtgt attactgtge aagaaatgtc 300

tttgatggtt actggcttgt ttactggggc cagggaacce tggtcaccgt ctcctcagct 360

agcacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>»
Gln Met
1

Ser Val

Trp Met

Gly Arg

Gln Gly
65

Met Glu

Ala Arg

Thr Leu

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>

54
119
FRT

Artificial

Polipéptido quimérico de

54
Gln Leu Val Gln
5

Val
20

Lys Ser Cys

Ser
as

Trp vVal Arg

Ile Phe Pro Gly

Thr Ile
70

Arg Val

Leu S8er Leu

Ser

val
100

Asn Phe Asp

val Thr val Ser

115

55
357

ADN
Artificial

Ber Gly

Lys Ala

Gln Ala

40

Asp Gly

Thr Ala

Arg Ser

Qly Tyr

Ser

rdtSn-humano

Ala

Ber

25

Pro

Asp

Asp

Glu

Trp
105

Glu Val Lys Lys
10

Gly Tyr Thr Phe

Gly Gln CGly Leu
45

Thr Asp Tyr Ala
60

Lys Ser Thr Ser
75

Agp Thr Ala Val
950

Leu Val Tyr Txp

Thr Gly Ser
15

Thr Tyr Ser
ao

Glu Trp Met
Gln Lys Phe

Thr Ala Tyr
80

Tyr Tyr Cys
95

Gly Gln Gly
110

366



<223>

<400> 55
gaagtgcage

tectgtgeag
cctggaaagg
aatgggaaat
atggagctga
tttgatggtt
<210>
<211>

<312>
<213>

56
119
PRT

<220>

<223>

<400> 56

Artificial

Glu Val @ln Leu Val Glu

1l

Ser Leu Arg

Met Asn
as

Trp

Gly Arg Ile

Lys
65

Gly Arg

Met Glu Leu

Ala Arg Asn

Leu Val
115

<210>
<211l>
<212>

57
456
ADN

Leu
20

Trp

Phe

val

Ser

val
100

Ser

val

Pro

Thr

Ber

Phe

val

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

tggtggagtc tggaggagge
cctctggatt cacatttagce
gcctcgagtg ggtgggacgg
tcaagggcag agtcacaatt
gcagcctgag atctgaggac

actggcttgt ttactggggc

Polipéptido quimérico de

Ser Gly

Ala Ala

Gln Ala

40

Asp Gly
55

Thr Ala

Arg Ser

Gly Tyr

Ser

25

ADN quimérico de ratén-humano

ttggtcaage
tattcttgga
atctttceeg
accgccgaca
acggcecgtgt

cagggaaccc

ctggegggtce
tgaactgggt
gegatgggga
aatccactag
attactgtgce

tggtcaccgt

ratdén-humano

Gly Gly Leu
10

Ser Phe

Gly

Pro Gly Lys

Asp Thr Asp

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

Leu Val

Trp
105

Val Lye

Thxr Phe

30

Gly Leu

Tyr Asn

Thr Ser

Ala Vval

Tyr Trp

cctgeggete
gcggcagget
tactgactac
cacagcctat
aagaaatg tc

ctecctca

Pro Gly Gly

15

Ser Tyr Ser

Glu Trp Val

Gly Lys Phe

Thr Ala Tyr

Tyr Tyr Cys
95

Gly Gln Gly
110

120

180

240

300

357



<213>

<220>

<223> ADN

<400> 57
cggaattcgg

cagcagccac
agcectggegg
ggatgaactg
ccggegatgg
acaaatccac
tgtattactg
ccctggtcac
<210> 58

<211> 119
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 58
Glu val @Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met Asn
35

Gly Arg Ile
50

Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Asn

Artificial

26

quimérico de ratém-humano

cccaccggtg gccaccatgg
aggagcccac tccgaagtgce
gtccectgegg ctcteetgtg
ggtacggeag getcetggaa
ggatactgac tacaatggga
tagcacagce tatatggagc

tgcaagaaat gtctttgatg

actggacctg
agctggtgga
cagcctctgg
agggcctcga
aattcaaggg
tgagcagcct

gttactggct

Leu

Leu
20

Trp

Phe

val

Ser

Val
100

cgtctcetca gectagcgaat

Artificial

Polipéptido quimérico de

Val Glu Ser Gly
5

Ser Cys Ala Ala

Val Arg Gln Ala
40

Pro Gly Asp Gly
55

Thr Ile Thr Ala
70

Ber Leu Arg Ser
85

Phe Asp Gly Tyr

tctega

gaggatcctc
gtectggagga
attcgecatte
gtgggtggga
cagagtcaca
gagatctgag

tgtttactgg

ratén-humano

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe
25

Pro Gly Lys
Asp

Thr Asp

Ber
75

Asp Lys

Glu Asp Thr

S0

Trp Leu Val
105

val Lys Pro

Ala Phe Ser

30

Gly Leu Glu
45

Tyr Asn QGly

Thr Ser Thr

Ala val

Tyr Trp Gly
110

ttcttggtgg
ggcttggtca
agctattctt
cggatcttte
attaccgecg

gacacggccg

ggccagggaa

Gly Gly
15

Tyr Ser

Trp Val

Lys Phe

Ala Tyr
80

Tyr Cys
95

3ln Gly

120

180

300

360

420

456



Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 59

<211> 357
<212> ADN
<313>

<220>
<223>

<400> 59
caggtgcage

tcctgtgcag
cctggaaagg
aatgggaaat
atggagctga
tttgatggtc
<210> 60

<211> 119
<212> PRT

<213>

<220>
<223>

<400> 60
Gln vVal Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met Asn
35

Gly Arg Ile
50

Lys Qly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Asn

Artificial

27

ADN quimérico de rat6én-humano

tggtggagtc tggaggaggc ttggtcaaqce

cctctggatt
gcctcgagtg
tcaagggcag
gcagcctgag

actggcttgt

cacatttagc
ggtgggacgg
agtcacaatt
atctgaggac

ttactggggc

Leu

Leu
20

Trp

Phe

val

Ser

Val

Artificial

Val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Phe

Polipéptido quimérico de

Glu Ser Gly

Cys Ala Ala

Arg Gln Ala
40

Gly Asp Gly
55

Ile Thr Ala
70

Leu Arg Ser

Asp Gly Tyx

tattcttgga
atctttcceg
accgccgaca
acggcegtgt

cagggaaccc

ctggegggte
tgaactgggt
gcgatggaga
aatccactag
attactgtgc

tggtcacecgt

cctgeggete
gcggeaggct
tactgactac
cacagcctat
aagaaatgtc

ctcctea

ratén-humano

Gly Gly Leu
10

Ser Gly Phe

Pro Gly Lys

Asp Thr Asp

Ser
75

Asp Lys

Glu Asp Thr
90

Trp

Val Lys

Thr Phe

Gly Leu

Tyr Asn
60

Thr Ser

Ala Val

Pro Gly Gly
15

Ser Tyr Ser
30

Glu Trp Val
Gly Lys Phe

Thr Ala Tyr
6o

Tyr Tyr Cys
S5

Leu Val Tyr Trp Gly Glmn Gly

120

1890

240

300

357



100

105

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115

<210> 61

<211> 456
<212> ADN
<213>

<220>
<223>

<400> 61
cggaattegg

cagcagceac
agectggegg
ggatgaactg
ccggegatgg
acaaatccac
tgtattactg
ccetggteac
<210> 62

<211> 119
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 62

Artificial

cccaceqgty
aggagctcac
gtcecectgegg
ggtgcggcag
ggatactgac
tagcacagecc
tgcaagaaat

cqgtctectea

Artificlal

gccaccatgy
tccgaagtge
ctetectgeyg
gctecectggaa
tacaatggga
tatatggagc
gtctttgatg

gotagcgaat

Polipéptido quimérico de

28

110

ADN quimérico de ratén-humano

actggacctg gaggatccte ttcttggtgag
agctcgtgga gtctggagca ggcttggtca
cagcctctgg attcacattt agcoctattctt
agggcctcga gtgggtggga cggatctttc
aattcaaggg cagagtcaca attaccgccg
tgagcagcct gagatctgag gacacggecg
gttactgget tgtttactgg ggccagggaa

tctcga

ratén-humano

Glu val Gln Leu Val Glu Ser Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala
20

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly
50 55

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala
65 70

Ala Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly
10 15

Ber Gly Phe Thr Phe Ser Tyr Ser
25 30

Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met
45

Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe
60

Asp Lys Ser Thr Ser Thr Ala Tyr
75 80

120

180

240

300

360

456



29

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 63

<211> 456
<212> ADN
<213>

<220>
<2231>

<400> 63
cggaattegg

cagcagccac
agcctggegg
ggatgaactg
ccggcgatgg
acaaatccac
tgtattactg
ccctggteoac
<210> 64

<211> 119
<212> PRT

<213 >

<220>
<223>

<400> 64

Artificial

cccaceggty
aggagctecac
gtccctgegg
ggtgcggcag
ggatactgac
tagcacagcc
tgcaagaaat

cgtctcetea

Artificial

gccaccatgg
tccgaagtge
ctctecctgeg
gctecctggaa
tacaatggga
tatatggage
gtctttgatg

gctagcgaat

ADN quimérico de ratén-humano

actggacctg
agctegtega
cagcetetgg
agggcctoga
aattcaaggg
tgagcagcct
gttactggct

Ectcga

gaggatccte
gtctggagga
attcacattt
gtgggtggga
cagagtcaca
gagatctgag

tgtttactgg

Polipéptido quimérico de ratém-humano

tteottggtgg
ggecgtggtca
agctattctt
cggatcttte
attaccgccg
gacacggccg

ggccagggaa

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

1

10

15

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

30

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met

k1

40

45

120

180

240

3o0

360

420

456

2V



Gly Arg Ile Phe
50

Lys Gly Arg Val

65 70

Met Glu Leu Ser
8s

Ala Arg Asn Val
100

Thr Leu Val Thr
115

Val Be

<210>
<211>
<212>
<213>

65
456
ADN

<220>
<223>

<400> 65
cggaattecgg

cagcagccac
agcctggcegg
ggatgaactg
ccggegatgg
acaaatccac
tgtattactg
ccctggtcac
<210>
<211>

<212>
<213>

66
119
PRT

<220>

223>

<400> 66

Artificial

cccaceggtg
aggagctcac
gtccectgegg
ggtgcggeag
ggatactgac
tagcacagcce
tgcaagaaat

cgtctcetca

Artificial

55

r Ser

gccaccatgg
tccgaagtge
ctctcetgeg
gctcctggaa
tacaatggga
tatatggage
gtectttgatg

gctagcgaat

30

75

Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val

105

ADN quimérico de ratén-humano

actggacctg
agctggtcga
cagcctctgg
agggcctcga
aattcaaggy
tgagcagcct
gttactgget

tctcga

Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Gly Lys Phe

60

Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser Thr SBer &hr Ala Tyr

80

Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyx Cys

Tyr Trp Gly Gln Gly
110

gaggatcctce
gtccggagga
attcacattt
gtgggtggga
cagagtcaca
gagatctgag

tgtttactgg

Polipéptido quimérico de ratén-humano

ttcttggtgg
ggcttgaaga
agctattcett
cggatctttce
attacegeceg
gacacggecg

ggccagggaa

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Lys Lys Pro Gly Gly

1

10

15

60

120

180

240

300

360

420



31

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

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Met

a5 40 45
Gly Arg Ile Phe Pro Qly Asp Gly Asp Thr Asp Tyr Asn Qly Lys Phe

50 55 60
Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ber Thr Ser Thr Ala Tyr
65 70 75 ao
Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95
Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val Tyr Trp Gly Gln Qly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser

115
<210> 67
<211> 456
<212> ADN
<213> Artificial
<220>
<223> ADN quimérico de ratén-humano
<400> 67
cggaattcgg cccaccggtg gecaccatgg actggacctg gaggatccte ttcocttggtgg
cagcagccac aggagcccac tccgaagtgc agctggtgga gtctggagga ggcttggtca
agectggete ttecetgegg ctetectgeg cagectctgg attcacattt agctattett
ggatgaactg ggtgcggcag gctcctggaa agggcecctcga gtgggtggga cggatcttte
ccggcgatgg ggatactgac tacaatggga aattcaaqgg cagagtcaca attaccgccg
acaaatccac tagcacagcc tatatggagc tgagcagect gagatctgag gacacqgeceg
tgtattactg tgcaagaaat gtctttgatg gttactggct tgtttactgg ggccagggaa
ccctggtcac cgtctecteca goctagecgaat tetcga
<210> &8
<211l> 119
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
«223> Polipéptido quimérico de rat6m-humano

120

180

240

300

360

420

456

2o



<400> 68

Glu val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met Asn
a5

Gly Arg Ile
50

Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Asn

Thr Leu Val
115

Leu

Leu

20

Phe

val

Ser

val
100

val

Ser

Vval

Pro

Thr

Ser

Phe

Val

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Asp

Ser

Ser Gly Gly

Ala Ala Ser
25

Gln Ala Pro
40

Asp Gly Asp
55

Thr Ala Asp

Arg Ser Glu

Gly Tyr Trp
105

Ser

32

Gly Leu
10

Gly Phe

Gly Lys

Thr Asp

Lys Ser
75

Asp Thr
90

Leu Val

<210>
<211>
<212>
<213>

69
456
ADN

<220>
<223>

<400> 69
cggaattegg

cagcagccac
agcctggcgg
ggatgaactg
ceggegatygy
acaaatccac
tgtattactg

ccctggtcac

Artificial

cccaccggtg
aggagcccac
gtcecctgegg
ggtgcggcag
ggatactgac
tagcacagcc
tgcaagaaat

cgtctcctea

gccaccatgg
tccgaagtge
gtcagctgceg
gctecctggaa
tacaatggga
tatatggagc
gtctttgaty

gctagcgaat

ADN quimérico de ratén-humano

actggacctyg
agctggtgga
cagcctetgg
agggcctega
aattcaaggg
tgagcagect
gttactggct

tctega

val Lys Gly Ser

15

Thr Phe Ser

30

Tyr Ser

gly Leu Glu

45

Trp Met

Tyr Asn Qly Lys Phe

Thr Ser Thr

Ala Tyr
a0

Ala Val Tyr Tyr Cys

qly
110

Tyr Trp Uln Gly

gaggatccte ttettggtag
gtctggagga ggcttggtca
attcacattt agctattctt
gtgggtggga cggatctttc

cagagtcaca attaccgccg

gagatctgag gacacggccg

tgtttactgg ggccagggaa

60

120

180

240

300

a60

420

456



<210> 70

<21l1>» 119

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

33

«223> Polipéptido quimérico de ratén-humano

<400> 70

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu

1 5

10

Ser Leu Arg Val Ser Cys Ala Ala Ser Oly Phe
20 a5

Trp Met Asn Trp Val Arg Gln Ala
35 40

Pro Gly Lys

Gly Arg Ile Phe Pro Gly Asp Gly Asp Thr Asp

50 55

Lys Gly Arg Val Thr Ile Thr Ala Asp Lys Ser

65 70

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu Asp Thr

85

Ala Arg Asn Val Phe Asp Gly Tyr Trp Leu Val

100

Thr Leu Val Thr Val Ser Ber
115

<210> 71

<211> 456

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

105

<223> ADN quimérico de ratSn-humano

<400> 71
cggaattcgg cccaccggtg gccaccatgg

cagcagccac aggagcccac tccgaagtge
agcectggegg gtcocctgegg ctctoctgeg
ggatgaactg ggtgcggcag gctcctggaa

cecggecgatgg ggatactgac tacaatggga

actggacctyg
agctggtgga
cagcctctag
agggcctcga

aattcaaggg

Val Lys Pro Gly Gly
15

Thr Phe Ser Tyr Ser
30

Gly Leu Glu Trp Met
45

Tyr Asn Gly Lys Phe
60

Thr Ser Thr Ala Tyr
ao

Ala val Tyr Tyr Cys
95

Tyr Trp Gly Gln Gly
110

gaggatccte ttcttggtgg
gtctggagga ggcttggtca
attcacattt agctattctt

gtgggtggga cggatcttte

cagagtcaca attaccgccg

60

120

ls0

240

300



34

acaaatccac tagcacagcc tatatggagc tgagcagcocct gagatctgag gacacggccg

tgtattactg tgcaagaaat gtctttgatg gttactggct tgtttactgqg ggccagggaa

ccctggtcac cgtctccteca getagegaat tctega

<210> 72
<211> 119
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Polipéptido quimérico de

<400> 72
3lu val Gln
1

Ser Leu Arg

Trp Met Asn
35

Gly Arg Ile
50

Lys Gly Arg
65

Met Glu Leu

Ala Arg Asn

Thr Leu vVal
115

210> 73
<211> 57
<212> ADN
<213> Homo

<400> 73

Leu

Leu

Phe

Val

Ber

val

100

Thr

Val Glu Ser Gly Gly
5

Ser Cys Ala Ala 8Ser
25

Val Arg Gln Ala Pro
40

Pro Gly Asp Gly Asp
55

Thr Ile Thr Ala Asp
70

Ser Leu Arg Ser Glu
a5

Phe Asp Gly Tyr Trp
105

Vval Ser Ser

sapiens

Gly
10

Gly

Gly

Lys

Asp
920

Leu

ratSn-humano

Leu Val Lys

Phe Thr Phe

Lys Gly Leu
45

Asp Tyr Asn
€0

Ser Thr Ser
75

Thr Ala val

Val Tyr Trp

Glu Trp

Gly Lys

Thr Ala

Tyr Tyr
85

Gly Gln
110

Gly

Ser

Met

Phe

Tyr
a0

Gly

atggactgga cctggaggat cctcttettg gtggecagcaq ccacaggagce ccactec

<210> 74
<211> 19
<212> PRT

360

420

456

57



<213>

<400> 74

Homo sapliens

35

Met Asp Trp Thr Trp Arg Ile Leu Phe Leu Val Ala Ala Ala Thr Gly

1

Ala His Ber

<310>
<211>
<212>
<213>

75
345
ADN

<220>

<223> ADN

<400> 75
gatatcgtga

attagctgca
tacctgcaaa
tctggegtcee
agcagggtgg
tacacctteg
<210>
<211>

<212>
<213>

76
115
PRT

<220>
223>

<400> 76

Artificial

10

quimérico de ratén-humano

tgacccagac
ggtctagcaa
agccagggca
ctgaccggtt
aggctgagga

gcggagggac

Arcificial

tccactetec
gagcctcttg
gtctccacag
ctccggatee
tgttggagtt

caaggtggag

Polipéptido quimérico de

Asp Ile Val Met Thr Gln Thr Pro

1

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg

Asn Gly Ile Thr Tyr Leu Tyr Trp

35

40

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Gln Met

50

Asp Arg Phe Ber Gly Ser Gly Ser

ctgceccgtcea
cacagcaatg
ctcctgattt
gggtcaggea
tattactgceg

atcaaacgta

15

cccetggaga gcccgocagce
gcatcactta tttgtattgg
atcaaatgtc caaccttgtc
ctgatttcac actgaaaatc

ctcagaatct agaacttcecct

cggtg

ratdn-humano

Leu Ser Leu
10

Ser Ser Lys
25

Tyr Leu Gln Lys

Ser Asn Leu Val

Gly Thr Asp

val Thr Pro
15

Pro aly

Leu Leu His
30

Ser Ser

Pro Gly Gln
45

Ser

Ber Gly Val Pro

Phe Thr Leu Lys Ile

120

180

240

300



36

65 70 75 80 2E)O\

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly Val Tyr Tyr Cys Ala Gln Asn
85 90 95

Leu Glu Leu Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
100 105 110

Arg Thr Val
115

<210> 77

<211> 66

<2l12> ADN

<213> Homo saplens

<400> 77
atgqgacatga gggtccecge tcagetcctg ggectocctge tgetetggtt cccaggtgec 60

aggtgt 66
<210> 78

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 7B

Met Asp Met Arg Val Pro Ala Gln Leu Leu Gly Leu Leu Leu Leu Trp

1 5 10 15

Phe Pro Gly Ala Arg Cys
20



101

201

ol

Enlazante |Inicio de la SEQ D No 1 (amino écldo) y la SEQID No.2 (nucleétido)

TUARCTGUAT GAAACTUAGG CCTAGACAGG GICTZGAGTG GATTOGACGG ATEITICCIG GAGATOGOGA TACTGACTAS ARTGOGARAT TCAAGGGTAA
ACTTGACCCA CTITGACTCC GAACCTOTCC CAGAACTCAC CTARCCTIGCOC TAMARAGGAC CTCTACCCCT ATGACTGATG TTACCCTTITA AGTTCCOATT
M ¥ ¥ vV XL® PO0O GLE ¥WTOR 1FP DG DTODY ¥ GK F K G
> -~ B-1y2 vh >

GGCCACACIG ACTGCTGACA AATCCTCCAR CACAGOCTEAC ATOCAACTCA CCAGCCIUAC CICTGIGAARC TCTGCOGICT ATTTATGIOC AAGAAATGTC
COGOTUTGAC TGACGACTOT TTAGGAGGTY CTCTCGGATG TACTITGAIT GUTCIGACTG GAGACACCTG AGACGCCAGA TAAATACACG TTCTTTIACAG
T ATL TAD K& 8 ¥TAY M QL TEB8EL TEVD 8AV ¥YLC ARDNTY
> B Lyl vh >

TTIGATGGTT ACTGGTTAUT TIACIGGGAC CAAGGGACTC TGGTCACTGT CTCTGCA
ARACTACCAA TGACCAATCA MTGACCCCS OTTCOCTUAOD ACCAGTGACA GAGACGT
FDG YWUIL VY®RGEG QO@T L VT V8 A
> 8-Iy1 vh >>

FIG 1

270



103

201

o

Enlazante| inicio de la SEQID No 1 (amino écldo)y la SEQ ID No.2 (nucleétido)

BpbI MslI

-——aaa cmvnaparven
GACATITINC TCROCCAAMC ARTCCA GTCACTICITG GARCATCAGC TTZOCATCTCC THCAGGTCTA GTAMGAMITCT CCTACATAST AATGICATCA
mmmmmmmmmmmm

DIV LP?PTQ TT BP vVTL GCGTE AS O ] B L L E g N GTI
> B-ly2 v 1 >

BeeRl Moel
CITATTIOTA TTGGTAITIG CAGAAGCCAS GCCAGTCTCC ITAGCICCTY ATITATCAGR TOTCCAMCCT TOTCICAGGA GICCCAGASA GGTTOAGTAD
GAATARACAT AACCATAGAC JTCTTOSUIC CHGTCAGRGG ARTCEAGAAT TAAATAGTCT ACAMIGTTGGA ACAGAFICCT CARIGYCTIT CCAAGTCATC
T YL ¥ WYUL QX P G Q8 PQLL XTI YQ M8 F LV S g VvV ?PD 2P 8
1

> - BlyA v >
BtsT ALIIIT
——— -
CAGTOGUTCA QUANCTGATT TCACAKCTAM AAICAGCAGA GIUGAIGCTE AGGATOTYGG TGCTITATIAC TOTGCTCAAL ATCTAGRACT TOCATACACG
OITACCCAGT CCTTGACTAR AGTUIGACTC TTAGICUICY CACCTCOGAC TCCTACACCC ACAAATARYG ACACGAGTTT AGGCATIIGC

TAGATCTIGR
8 8 @ B Q@ TD FPTL RJYT SR VXA BDV G6GVYY CAQ ¥LE L P YT
» -yl vl >

FiG.2

73
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A

CDR](Kabat):
TACTCTIGGATOGAAC

TyrSarTrpMetAmn

CDR1(Chothis):
GOCTACOCATTCAGTTAC
GlyTyrAlaPbeSerTyr

CDRI(ABM): . _
GOCTACOCATTCAGTTACTCTTOGATOAAC
GlyTyrAlaPheSer TyrSerTrpMetAsn

COR2(Kaba):

COAATTTTTCCTOAAGATUOGGATACTGACTACAATAGAAAATTCAAGGGE

AsglloPheProGlyAspGlyAsp ThrAspTyrAmOlyL ysPhoLysGly

CDR2(Chothis):
TITOCTOQAGATGIGOATACTOAC
PheProGlyAspGlyAspThrAsp

CDR2(AbM):
OOGATTTTTCCTO0AGATGOUGATACTOAC
ArgloPheProGlyAspGlyAspTheAsp

CDR3(Ksbat, Chothls, AbM):
AATOTCTTIGATOGTTACTOGTTAGTITAC
AmValPheAspGHy Ty TpLouValTyr

B
CDRI1(Kubat}

AGOTCTAGTAAGAGTCTOCTACATAGTAATOGCATCACTTATITATAT
ArgSesBerl ysSerLouLeuHisSorAsnGlyllaTheTyrLouTyr

FIQ. 7

SBQID NO: §
SBQ ID NC: 15

8BQID NO: 6
8BQ ID NO: 16

SEQIDNG: 7
$BQ ID NO: 17

§EQ ID NO: 21
8BQ ID'NO: 25

SBQ ID NO: 22
8BQ ID NO: 256

SEQ ID NO: 23
SEQ ID NO: 27

SBQ ID NOQ: 24

© FBQIDNO: 28

SBQID NO: 8
SBQ 1D NO: (8

SBQID NO: §
88Q ID NO: 19

SBQ ID NO: 10
4BQ ID NO: 20
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Figura9

Fluorescencia media geo
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Figura 10

1l medio geo
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Figura 11
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Figura 12
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% de células AnnV+ Z-138

Figura 14

Apoptosis de Abs ami-CD20 sobre célulae MCL Z-138
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Figura 15
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deplecién de células B

Figura 16

Deplecion de célula B normal de sangre
entera
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Figura 17
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Figura 18
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Intansidad de fluoresencia media

Figura 20

Eniace de Ab a FegamaRlll sobre Ia superficie de células CHO-CD16

2y

—8—  Naglicodisehnda

-  giglicodisenada

-

Concentracién de anticuerpo (mlcrogramas/ml)

12



29~

Figura 21

Apéptasis por Abs anti-CD20
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Red G6-050457. Foaa 0086 o~

Fec: 2006-05-25 15:10:56 Dep. 2090 NUBCREACIONES ’Z b
Tm. 11 PATENTENG - q
Eva: 378 FASENACIONAL) Industria ! Comercio
Actd1l PRESENTACION Follos: 208 SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [ X ] MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacién de que se solicita la concesién de una patente [X])
¢ Datos de Identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [X ]},
¢ Descripcidn de la Invencién [X]19=%
¢ Dibujos de ser estos pertinentes (X233
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [X]2
COMPLETA [X] INCOMPLETA |[]
DISENO INDUSTRIAL [ ]
¢ Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]

¢ Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion gréifica y fotografica del Disefio Industrial 0 muestra del material

que incorpora el disefio [ ]
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [ 1]
COMPLETA [ | INCOMPLETA []

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

Indicacién de que se solicita et reglstro de un Esquema de Trazado |

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacién grafica del esquema trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

]
]
]
]

— e P g

* oo

COMPLET. INCOMPLETA []

Firma ponsable

Fecha doz # Carrera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
Conmutador: 3 82 08 40
Fax: 350 52 20
E-mail: |nfo@slc.gov.co
WWW.SIC.goV.Co
e Y e ie S




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUBTRIA Y COMERCIO

BogotA,
2020

Doctor (a)
LLOREDA RICAURTE ALICIA

REFERENCTA Radicacién No. 6 50457
Solicitud internacional IB2004/003896
Fecha inicio fase naclonal 05/06/2006

Trimite 11

Evento 378
Actuacién 430

Oficlo No. - _Q7q s,

Come resultado del axamen de forma, realisado con fundamento en &l articulo 38 de
la Decisiém 486 de la Comisifln de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisifn 486.

2. La wmsolicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subaigulentes del C&digo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existencia y representaciém legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de 1lo dispuesto por el articulo 39 da la Decisifm 486, se le
requiers para que demtro del término de dos meses saiquientes a la fecha de
notificacitn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perderi su prelaciém.

Notifiquese el presente ofl onforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
primerc de la Circular Unica No.10 de 2001.

El an r _ fue notificado por fijaciém en 1lista de



